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1 Einleitung

1.1 Nierentransplantation allgemein

1.1.1 Zahlen, Relevanz und Alternativen zur Nierentransplantation

Die Niere ist nach Angaben der Deutschen Stiftung fiir Organtransplantation (DSO) das am
héufigsten transplantierte Organ. In Deutschland konnten im Jahr 2022 1.966 Nierentransplan-
tationen gezdhlt werden. Hierbei wurden 1.431 Nieren nach postmortaler Spende und 535 Nie-
ren nach Lebendspende transplantiert (1) (sieche Abbildung 1). Im Rahmen der Nierenersatz-
therapien stellt die Nierentransplantation im Vergleich zu apparativen Nierenersatzverfahren,
wie z.B. der Himodialyse, die erfolgreichere Methode dar. Dieser Erfolg wird anhand der Le-
bensqualitdt und dem Langzeitiiberleben der PatientInnen gemessen (2,3). So haben PatientIn-
nen nach einer Transplantation eine zwei- bis dreifach erhohte Lebenserwartung im Vergleich

zu PatientInnen auf der Warteliste und somit an der Dialyse (4).

Nierentransplantationen DSQ

Deutschland | Anzahl inkl. Kombinationen

and transplantiert und vorher bundesweit sowie im Ausland entnommen

tistik | Januar 2023

Abbildung 1: Nierentransplantationen in Deutschland 2013-2022 (DSO 2023, Quelle: Eurotransplant
(1)



1.1.2 Indikation zur Nierentransplantation

Zur Indikationsstellung einer Nierentransplantation muss eine irreversible Nierenfunktionssto-
rung vorliegen. Ausldser dafiir konnen eine akute oder chronische Niereninsuffizienz sein. Die
bekanntesten Ursachen einer chronischen Niereninsuffizienz (engl. chronic kidney disease,
CKD) sind unter anderem: vaskuldre hypertensive Nephropathien, Glomerulonephritiden, Zys-
tennieren, diabetische Nephropathien, Systemerkrankungen, interstitielle Nephropathien, so-
wie chronische Pyelonephritiden (5,6). Eurotransplant gibt jahrlich eine Aufstellung {iber die
héufigsten Indikationen, die im vergangenen Jahr zu einer Nierentransplantation fiihrten, be-
kannt. Im Jahr 2022 war die zystische Nierenkrankheit die am haufigsten verschliisselte Haupt-
diagnose bei Aufnahme auf die Warteliste. Zudem waren das chronisch nephritische Syndrom,
der primér insulinabhéngige Diabetes mellitus (DM Typ I), das nephrotische Syndrom, ange-
borene Fehlbildungen der Niere, die chronische tubulointerstitielle Nephritis und rezidivierende
und persistierende Hdmaturien vertreten (7). Der systemische Lupus Erythematodes wurde

2021 ebenfalls unter den ,,Top 10* Indikationen zur Nierentransplantation aufgelistet (8).

Zur Beurteilung der Nierenfunktion wird die glomeruldre Filtrationsrate (GFR), gemessen in
ml/min/1,73m? Kdrperoberfldche, als ein moglicher Parameter herangezogen. Die hiufig ver-

wendete estimated GFR (eGFR) gibt dabei eine Schitzung der tatsdchlichen GFR an.

Die CKD wird nach der Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) in die folgen-
den 5 Stadien eingeteilt (9):

Stadium | Bezeichnung GFR (ml/min/1,73m?)
1 Nierenschiddigung bei normaler Nierenfunktion 290

2 Nierenschiddigung mit leicht verminderter eGFR 60 — 89

3a Leicht - mittelgradige Verminderung der eGFR 45-59

3b Mittelgradig — starke Verminderung der eGFR 30-44

4 Starke Verminderung der eGFR 15-29

5 Terminales Nierenversagen <15

Tabelle 1: Stadieneinteilung der chronischen Nierenerkrankung nach KDIGO
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Ab einer GFR <60 ml/min/1,73m? spricht man von einer erniedrigten GFR und ab einer GFR
<15 ml/min/1,73m? von einem terminalen Nierenversagen. DefinitionsgemiB zihlen das
gleichzeitige Vorhandensein einer GFR von <60 ml/min/1,73m? und ein Nierenschaden, wel-
cher anhand einer erhdhten Albuminkonzentration im Urin (>30 mg/g Kreatinin) detektiert
werden kann, zu den Kriterien einer chronischen Nierenschiadigung. Diese miissen dabei liber
eine Dauer von drei Monaten bestehen (10). Die CKD betrifft ca. 850.000.000 Menschen welt-
weit. Es wird vorhergesagt, dass die CKD 2040 die fiinfthdufigste Todesursache weltweit sein
wird. Die Priavalenz der CKD steigt mit zunehmendem Vorkommen von arterieller Hypertonie
und Diabetes mellitus (11,12). Wenn die CKD zu einer terminalen Niereninsuffizienz fort-
schreitet, geht sie mit einem erheblichen Risiko von erhdhter Morbiditit und Mortalitét an kar-

diovaskuldren Erkrankungen einher (13).

Grant et al. konnten in einer Metaanalyse zeigen, dass bei PatientInnen mit nicht dialysepflich-
tiger CKD ein geringerer soziodkonomischer Status zu einem rascheren Voranschreiten der
Erkrankung fiihrte (14). Um auf lange Sicht die Pravalenz und die Kosten fiir das Gesundheits-
system, die mit einer terminalen Niereninsuffizienz einhergehen, zu reduzieren, gilt es mehr
Aufklirung auch in weniger privilegierteren Gesellschaftsschichten durchzufiihren und den Zu-
gang zu medizinischer Hilfe zu erleichtern. Leider werden viele Nierenerkrankungen auch
heute noch zu spit erkannt und durch ungeniigende Diagnostik, bspw. in Form einer Nierenbi-

opsie, oder einer erginzenden humangenetischen Untersuchung, aufgearbeitet.

1.1.3 Vorbereitungen zur Nierentransplantation

Um ein bestmdgliches Outcome der Patientlnnen nach einer Transplantation zu erreichen, ist
es notig vor diesem Eingriff verschiedene Untersuchungen durchzufiihren. Die Abschitzung
des immunologischen Risikoprofils der Patientlnnen ist dabei essenziell, erfolgt quartalsweise
und beinhaltet u.a. die HLA-Typisierung und die Crossmatch-Analyse. In der Transplantati-
onsimmunologie liegt das Augenmerk neben den Blutgruppenantigenen v.a. auf dem Humanen
Leukozyten Antigen (HLA)-System. Dies ist die Bezeichnung der Major Histocompatibility
Complex (MHC)-Molekiile des Menschen. Der Hintergrund der Untersuchungen ist, dass Pa-
tientInnen vor einer anstehenden Transplantation Alloantikdrper, sprich Antikdrper gegen kor-
perfremde Antigene, entwickelt haben konnen. Diese richten sich meist gegen humane HLA
und begiinstigen eine hyperakute TransplantatabstoBung (néheres dazu unter 1.3.2). Sie kom-
men beispielsweise durch Bluttransfusionen, vorherige Transplantationen oder Schwanger-

schaften zustande. Daher ist es wichtig vor einer Transplantation mdgliche HLA-spezifische
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AKs nachzuweisen und eine sog. HLA-Typisierung durchzufiihren. HLAs befinden sich auf
Chromosom 6. Man unterscheidet generell zwischen HLA-Klasse-I- und HLA-Klasse-II-Anti-
genen. Zu den HLA-Klasse-I-Antigenen zdhlen HLA-A, -B und -C. Diese werden auf kernhal-
tigen Zellen exprimiert. HLA-Klasse-II-Antigene konnen in HLA-DR, -DP und -DQ unterglie-
dert werden. Sie werden auf Antigenpriasentierenden Zellen (APC), dendritischen Zellen, Mak-
rophagen und B-Lymphozyten exprimiert. Gemeinsam haben HLA-Klasse-I- und -Klasse-II-

Antigene, dass sie von Endothelzellen exprimiert werden.

Immunologische Risikoabschiitzung vor Nierentransplantation

LCT — misst CDC

HLA-AK-Suche und -Sequenzierung Luminexanalyse

CDC fiir T- und B-Lymphozyten

Crossmatch FCXM fiir T- und B-Lymphozyten

Virtuelles Crossmatch

Tabelle 2: Methoden zur immunologischen Risikoabschitzung nach Lindemann (15)

Zur HLA-Antikorpersuche und -Spezifizierung werden der Lymphozyten Toxizitétstest (LCT)
und die Luminexanalyse herangezogen. Beim LCT handelt es sich um eine Methode, die liber
eine Messung der komplementvermittelten Zytotoxizitdt (Complement dependent Cytotoxicity
(CDC)) vonstattengeht. Die Luminexanalyse nimmt die dominierende Rolle ein, um préifor-
mierte donorspezifische Antikdrper (DSA) zu detektieren und damit die AbstoBung zu verhin-
dern oder zumindest zu verzogern (16). Bei der Luminexanalyse handelt es sich um eine Me-
thode, die mit einem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) vergleichbar ist. Die Lu-
minexanalyse wird jedoch als effizientere Methode bezeichnet, bei der farbkodierte Polystyrol-
kiigelchen (sog. Microbeads) verwendet werden, an die HLA-Antigene gekoppelt sind. Mittels
Mehrkanal-Durchfluss-Fluorometrie konnen Antikodrper in Protein- und Nukleinsdurehaltigen
Proben detektiert, uynd HLA-AK differenziert werden (17). Erfasste DSA einer bestimmten Sig-
nalintensitét in der Luminexanalyse (MFI = mean fluorescence intensity) sollten als nicht-ak-
zeptable HLA-Antigendifferenzen (non acceptable HLA antigen mismatch (NAHA)) gesperrt
werden, da ihre Anwesenheit zum Zeitpunkt der Transplantation das AbstoBungsrisiko intensi-

viert und das Transplantatiiberleben reduziert (18,19).
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In Deutschland ist es richtliniendefinierte Notwendigkeit, vor einer Transplantation eine sog.
Vertraglichkeitsprobe (Crossmatch) durchzufiihren. Die Crossmatch-Untersuchung wurde be-
reits in den 1960er Jahren eingefiihrt (20). Die Testung basiert auf der Messung der CDC. Die
Kreuzprobe untersucht die Lymphozytenvertraglichkeit zwischen den Spender-Lymphozyten
(isoliert aus dem peripheren Blut oder der Milz) und dem Empfangerserum nach Zugabe von
Komplement. Dabei wird davon ausgegangen, dass die HLA-AK des Empfingers nicht nur
gegen das Transplantat, sondern auch gegen die Spenderlymphozyten gerichtet sind. Es werden
HLA- und Non-HLA-AK detektiert, die der IgG bzw. IgM-Klasse angehdren und das Komple-
mentsystem aktivieren. Gesetzt den Fall, dass es zu einem positiven (T-Zell) Crossmatch-Er-
gebnis kommt, darf die Transplantation nicht durchgefiihrt werden. Diese Situation stellt eine
absolute Kontraindikation dar. Daneben hat sich die durchflusszytometrische Kreuzprobe
(FCXM) etabliert, die eine hohere Sensitivitit als der LCT aufweist (21). Die FCXM hat in
Deutschland aufgrund des hoheren Arbeitsaufwandes und den hohen Kosten im Vergleich zum
LCT aktuell jedoch noch keinen standardméBigen Einstieg in die Diagnostik erlangt. Seit Mirz
2023 zdhlt zudem das sog. ,,virtuelle Crossmatch® zu den notwendigen Untersuchungen vor
einer Nierentransplantation im Eurotransplantraum (22). Im Rahmen des virtuellen Crossmat-
ches wird das Empfangerserum, das potenziell anti-HLA-AKSs enthélt, mit einer Vielzahl sys-
temischer Microbeads zusammengefiihrt. Jedes Bead ist mit einem Antigen ausgestattet. Sind
anti-HLA-AKs im Empfangerserum vorhanden, binden diese an das entsprechende Bead.
Durch den Einsatz eines dualen Beamlasers kann diese Bindung und das spezifische Bead de-
tektiert werden. So kann ein Antikdrperprofil im Organempfanger erdrtert werden und mit der
bekannten HLA-Identitét des potentiellen Organspenders verglichen werden (23). Vorteile des
virtuellen Crossmatches sind die Verkiirzung der kalten Ischdmiezeit, die vereinfachte Mog-
lichkeit einer landesweiten Zuteilung der Spenderorgane, sowie eine Verkiirzung der Wartezeit

auf ein Spenderorgan und die Mortalitét der Patientlnnen auf der Warteliste.

1.1.4 Transplantatiiberleben damals und heute

Das Transplantatiiberleben und die damit einhergehende Thematik der AllograftabstoBung ist
nach wie vor bedeutender Gegenstand der modernen Medizin und Forschung. Trotz der fort-
schrittlichen Reduktion der akuten TransplantatabstoBungen im Vergleich zur Anfangszeit der
Nierentransplantationsgeschichte in den 1970er Jahren, stellt das chronische Transplantatver-

sagen eine anhaltende Problematik dar. Coemans et al. untersuchten das Kurz- und Langzeit-
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iiberleben der Transplantatnieren zwischen 1986 und 2015 in Europa. Dafiir teilten sie den an-
gegebenen Zeitraum in zwei Abschnitte: 1. 1986 — 1999, 2. 2000 — 2015. Im Vergleich wurde
sichtbar, dass es innerhalb des gesamten untersuchten Zeitraumes zu einer deutlichen Verbes-
serung des Transplantatoutcomes kommen konnte. Zwischen 1986 und 1999 war diese Verbes-
serung jedoch signifikant hoher als im zweiten Abschnitt. Zwischen 1986 — 1999 dominierte
die Verbesserung des Kurzzeitiiberlebens. Zu diesem Ergebnis kamen u.a. auch weitere (ame-
rikanische) Forschungsgruppen (24-26). Die Reduktion der akuten TransplantatabstoBBung
zeichnete sich vor allem seit der Einfiihrung der Cyclosporin-Therapie zur Reduktion der T-
Zell-Aktivierung in den 1980er Jahren ab (27). AuBerdem fiihrten eine verbesserte Kontrolle
der arteriellen Hypertonie, Andmie, Hypercholesterinimie, Hyperglykdmie, ein standardisier-
tes histologisches Diagnostikverfahren von Nierenbiopsien, eine bessere Diagnostik und Be-
handlung von Infektionen, ein besseres Management kardiovaskuldrer oder urologischer Kom-
plikationen, sowie eine zunehmende Kompetenz der Transplantationsteams zu einer deutlichen
Verbesserung des Transplantatiiberlebens vor dem Jahr 2000 (28-30). Die weniger eindrucks-
volle Optimierung des Transplantatoutcomes nach 2000 erkldrten Coemans et al. v.a. durch die
zuvor ausgepragte Verbesserung des Kurzzeitiiberlebens und dem verdnderten Fokus, der nun
auf dem Langzeitiiberleben lag (31). Dieser Sachverhalt ldsst sich nicht zuletzt dadurch erkli-
ren, dass die Pathophysiologie der chronischen Transplantatabstoung nicht zu gentiige verstan-

den ist und vor allem keine spezifischen therapeutischen Interventionen zur Verfiigung stehen.

1.1.5 Immunsuppression bei Nierentransplantation

Seit der Erkenntnis im Jahr 1940 durch Peter Brian Medawar, dass immunologische Faktoren
zur TransplantatabstoBung beitragen, versuchen internationale Forschende eine Beeinflussung
sowohl der B- als auch der T-Lymphozyten zu etablieren (32). Ziel ist es hierbei das Transplan-
tatiiberleben zu optimieren. Im Jahr 1954 fiihrte Prof. Joseph E. Murray (1919-2012) die erste
erfolgreiche Nierentransplantation in Boston zwischen zwei eineiigen Zwillingsbriidern durch
(33,34). Hierdurch wurde die Erprobung, das Immunsystem nach einer Transplantation zu mo-
difizieren, endgiiltig angestoBBen. Zunichst wurde eine Ganzkdrper-Rontgenbestrahlung, ge-
folgt von medikamentdsen Methoden verwendet. So wurden durch Murray et al., Calne et al.
und Zukoski et al. in den frithen 1960er Jahren erste Erfolge mit dem Immunsuppressivum
Azathioprin erreicht (35). Bei Azathioprin handelt es sich um ein Purinanalogon. Es zeichnet
sich durch seine Wirkung als Antimetabolit aus. Es hemmt die Synthese der Purinnukleotide

und baut anstatt der eigentlich vorhandenen DNA RNA ein. Es hat eine hemmende Wirkung
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auf die Differenzierung von Lymphozyten. Zudem wirkt es antiproliferativ auf CD8" T-Lym-
phozyten, NK-Zellen und B-Lymphozyten, und hemmt die Sekretion des Wachstumsfaktors
TNF-a.

Bei der immunsuppressiven Therapie nach Nierentransplantation ist generell zwischen einer
Induktions-, Erhaltungs- und AbstoBungstherapie zu unterscheiden. Die Induktionstherapie
stellt die Therapie vor, wihrend und in den ersten Wochen nach Transplantation dar. Sie dient
der sofortigen Etablierung einer effektiven Immunsuppression. Durch die Induktionstherapie
soll die T-Zell-Antwort zum Zeitpunkt der Antigenprisentation vermindert bzw. moduliert, und
somit eine akute AbstoBung des Transplantats verhindert werden (36). Internationale Grundla-
gen zur Diagnostik und Therapie sowohl einer akuten als auch einer chronischen Transplantat-
abstoBung legt die KDIGO fest (37). Laut den KDIGO-Leitlinien beinhaltet die Induktionsthe-

rapie folgende Substanzen:

1. Glukokortikoide,
2. Calcineurininhibitor (CNI; Tacrolimus oder Cyclosporin A),

3. Interleukin-2-Rezeptor-Antagonisten (Basiliximab).

In zahlreichen Studien wurde die Wirksamkeit von IL-2-Rezeptor-Antagonisten gegeniiber Pla-
cebos belegt (38). Sollte der Organempfénger ein intensiviertes immunologisches Risikoprofil
aufweisen (z.B. Re-Transplantation, priexistente DSAs), wird statt eines IL-2-Rezeptor-Anta-
gonisten ein lymphozytendepletierender Antikorper (z.B. Antithymozytenglobulin ATG) emp-
fohlen.

Die darauffolgende Erhaltungstherapie stellt die Langzeitimmunsuppression dar und besteht
aus einem CNI und Antimetabolite, sprich eine antiproliferativ aktive Substanz (Azathioprin
oder Mycophenolate MMF) oder mTOR-Inhibitoren (Sirolimus oder Everolimus) + Glucocor-
ticoide (bspw. Prednisolon). Dieses Schema gilt fiir PatientInnen ohne Risikofaktoren fiir eine
akute OrganabstoBBung. Glucocorticoide werden jedoch auch bei Patientlnnen mit einem erhéh-
ten immunologischen Risikoprofil oder einem erhdhten Risiko einer Rekurrenz der Grunder-
krankungen eingesetzt. Ansonsten versucht man bestmoglich auf deren Einsatz zu verzichten,
um die damit einhergehenden Nebenwirkungen zu reduzieren (39). Von der KDIGO wird der
Einsatz von Tacrolimus als primirer CNI empfohlen. Die CNI-Therapie sollte vor, bzw. wih-
rend der Transplantation und somit ohne Verzdgerung begonnen werden. Cyclosporin A ist ein

zyklisches Polypeptid, Tacrolimus ein Makrolidderivat. Nachdem sie in die Zelle aufgenom-
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men wurden, binden sie an Immunophiline im Zytosol. Sie sind in der Lage die T-Zell-Akti-
vierung zu inhibieren. Die Erhaltungstherapie hat zum Ziel die zur Induktionstherapie verwen-
dete Medikation in ihrer Dosis zu reduzieren. So soll eine Reduktion der Nebenwirkungen bei
aufrechterhaltener Immunsuppression stattfinden (40). Die CNI-freie Erhaltungstherapie mit-
tels Ko-Stimulationsblockern (Belatacept) stellt dahingehend ein mogliches Konzept dar. In
zwel randomisierten, kontrollierten Phase-111-Studien ,,BENEFIT* und ,,BENEFIT-EXTend*
wurde das Outcome der PatientInnen verglichen, die mit einem Immunsuppressivum, entweder
Belatacept oder Cyclosporin A, behandelt wurden. Die Patientlnnen, die mit Belatacept statt
CyA behandelt wurden, wiesen (auch nach 5 Jahren) eine hohere GFR auf (41,42). Belatacept
ist ein Biological, das die Interaktion zwischen dem Antigen CD28 und CD80/86 hemmt. Es
wirkt als Kostimulationsinhibitor auf T-Lymphozyten. Ein besorgniserregender Punkt ist je-
doch, dass es unter Belatacept im Vergleich zur Standardimmunsuprression zu einer erhdhten
Anzahl akuter TransplantatabstoBungen kommt. Die Therapie mit Belatacept erscheint geeig-
net, wenn schwere CNI-induzierte Nebenwirkungen, wie z.B. eine thrombotische Mikroangio-

pathie auftreten (43).

Die individuell notwendige Dosis der Immunsuppressiva wird bspw. anhand der Talspiegel im
Vollblut ermittelt. Die angestrebten Zielspiegel variieren je nach immunologischem Risikopro-
fil und Individuum. Zu beachten bleibt, dass sich die immunsuppressive Therapie auf das ge-
samte Immunsystem auswirkt. Somit steigt das Risiko fiir opportunistische Infektionen, wie
z.B. Zytomegalievirus (CMV) und Malignome, wie z.B. Melanome, Kaposi-Sarkome oder

lymphoproliferative Erkrankungen (44).

1.1.6 Nachsorge

Zur frithzeitigen Detektion von subakuten AbstoBungsreaktionen und zur Vermeidung von un-
zuverldssiger Immunsuppressivacinnahme gilt es die PatientInnen im ambulanten Setting nach-
haltig zu begleiten. So werden nach erfolgter Nierentransplantation im mittelfristigen Verlauf
alle drei Monate zur Beurteilung der Nierenfunktion u.a. Urinparameter, DSAs, und die Tal-
spiegel der Immunsuppressiva im Serum bestimmt (45). Zudem findet eine sonographische

Kontrolle der Nieren statt.

Es finden nach und nach immer mehr Kriterien zur Erfassung einer TransplantatabstoBung Ein-
zug in den Klinikalltag. So z.B. die Einfithrung des C4d-Markers in der Nephropathologie.

Hierbei handelt es sich um einen Marker der klassischen Komplementaktivierung. Seit dessen
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Einfiihrung wurden deutlich mehr ABMR diagnostiziert (46). Bei der Bestimmung von C4d ist
jedoch ebenfalls eine Biopsie des Transplantates von Noten. U.a. durch Haas et al. wurde ge-
zeigt, dass es zahlreiche Fille einer C4d negativen ABMR gibt. Im Jahr 2013 wurde die C4d
negative ABMR in die BANFF-Klassifikation aufgenommen (47). Aktuell laufen zahlreiche
Studien zu nicht-invasiven Diagnostikmethoden einer zellulir oder humoral vermittelten Trans-
plantatabstofSung. Zur Detektion einer akuten Rejektion (AR) werden diagnostische Methoden
wie die Detektion von HLA- und non-HLA-AKSs, Genexpressionen im Blut (kKSORT), mRNA
(z.B. Perforin) und Chemokine im Urin (CXCL9 und CXCL10) im Rahmen von Studien er-
probt (45,48,49). Das sog. ,,molekulare Mikroskop* scheint eine vielversprechende Mdglich-
keit in der Detektion einer subklinischen AllograftabstoBung zu sein. Hierbei wird zur Abgren-
zung unterschiedlicher immunologischer Verdanderungen sowohl eine Gewebeprobe untersucht
als auch eine Markeranalyse durchgefiihrt. Halloran et al. verglichen in der ,,7RIFECTA-Stu-
die die Genexpression in insgesamt 300 entnommenen Nierenbiopsien mit donor-derives cell-
free DNA (dd-cfDNA) in korrespondierenden Plasmaproben. Die Plasmaproben wurden un-
mittelbar vor der jeweiligen Biopsie entnommen. Durch die Bestimmung von dd-cfDNA nach
Organtransplantation kann eine Identifizierung und Charakterisierung des Transplantatscha-
dens erfolgen (50). Bei dd-cfDNA handelt es sich um exogene DNA, welche von beschiddigten
Zellen des Spenderorgans ausgeht. Diese zirkuliert im Blut des Empféngers und kann {iber eine
Blutentnahme detektiert werden (51). Nach einer Transplantation kommt es initial auch ohne
akute frilhe Abstoung zu einem Anstieg der dd-cfDNA Konzentration. Kommt es tatséchlich
zu einer TransplantatabstoBung, geht diese jedoch mit einer fiinf Mal hoheren dd-cfDNA-Kon-
zentration einher (52). Halloran et al. konnten zeigen, dass der prozentuale Anteil von dd-
cfDNA zum Zeitpunkt einer indizierten Transplantatbiopsie stark mit einer aktiven molekula-

ren AbstoBung korrelierte (53).
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1.2 Die Rolle des Immunsystems bei Transplantationen

Um die Mechanismen, die sich nach erfolgter Transplantation abspielen nachvollziehen zu kon-
nen, ist ein Blick auf den Aufbau des Immunsystems und die Transplantationsimmunologie

notig.

1.2.1 Ubersicht iiber das Immunsystem

Zunichst gilt es, zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem zu unterschei-
den. Das angeborene Immunsystem wird aktiv, indem es {iber keimbahnkodierte, nicht klonale
Rezeptoren Pathogene erkennt, und diese eliminiert. Hierzu zéhlen: natiirliche Killerzellen
(NK), Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile Granulozyten, eosinophile
Granulozyten, basophile Granulozyten, Mastzellen und Epithelzellen. Eine wichtige Rolle neh-
men die dendritischen Zellen, auch Antigen-préasentierende Zellen (APC) genannt, ein. Sie neh-
men fremde Antigene auf, und présentieren die Peptidfragmente den unterschiedlichen T-Zel-
len. Sie sind sowohl fiir die angeborene Immunitit (durch Zytokinproduktion), als auch fiir die
adaptive Immunantwort (durch Antigenprésentation fiir T-Zellen) wichtig. Zum adaptiven Im-
munsystem werden T- und B-Lymphozyten gezdhlt, welche Antigene erkennen konnen. T-
Lymphozyten, die sich wiederum in u.a. CD4* T-Helferzellen, CD8" zytotoxische T-Zellen und
regulatorische T-Zellen untergliedern lassen, reifen im Thymus aus und sind fiir die zellulédre
Immunantwort verantwortlich. Die iiberwiegende Mehrheit der zirkulierenden T-Zellen expri-
mieren den T-Zellrezeptor CD3. Dieser CD3-Marker wird meist benutzt, um die gesamte T-
Zellzahl, inklusive CD4* und CD8" Zellen, mittels Durchflusszytometrie zu ermitteln. B-Lym-
phozyten entspringen im Knochenmark ebenso aus der CD34* multipotenten Stammzelle. Sie
tragen membrangebundene Immunglobuline (auch Antigenrezeptoren genannt) und koénnen
nach Antigenkontakt Antikorper sezernieren. Aulerdem exprimieren sie Rezeptoren fiir akti-
vierte Komplementproteine (z.B. C3d oder CD21) und kdnnen als Antigen-prédsentierende Zel-
len titig werden. Im Laufe der Zeit differenzieren sie aus den Vorlduferzellen des Knochen-
marks zu reifen B-Lymphozyten. Zu den Aufgaben der B-Lymphozyten gehoren: der Schutz
des Korpers vor fremden Antigenen, die Priasentation dieser Antigene fiir die antigenspezifi-
schen T-Lymphozyten und die Antikdrperproduktion (54). T-Lymphozyten kdnnen Antigene
nur erkennen, wenn diese in Peptidfragmente gespalten wurden und an MHC-I- oder MHC-II-
Molekiile gebunden sind. Wohingegen B-Lymphozyten Antigene iiber ihren Antigenrezeptor

detektieren konnen.
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1.2.2 Transplantationsimmunologie

Da bei einer allogenen Transplantation ein sich genetisch vom Empfanger unterscheidendes
Organ transplantiert wird, wird das korpereigene Immunsystem des Organempfangers aktiviert
und versucht das fremde Organ abzustoBen. Hierbei richtet sich das Immunsystem des Emp-
fangers gegen praformierte Alloantigene des Transplantats (55). Vereinfacht ist diese Reaktion
mit der Bekdmpfung korperfremder Bakterien oder Viren durch den menschlichen Organismus
vergleichbar. Um diese Immunreaktion, und die daraus resultierende Transplantatabstoung zu
verhindern, bzw. abzuschwéchen, erfolgt der Einsatz von immunsuppressiven Medikamenten

(vgl. 1.1.5).

In der folgenden Abbildung wird der Einfluss der Lymphozyten auf das Transplantat darge-
stellt. Hier wird ersichtlich, dass B-Lymphozyten das Transplantat iiber drei Wege beeinflussen

konnen:

1. iber den direkten Weg. Dieser kann beispielsweise durch eine Transplantatischdmie
initiiert werden.

2. iber die Beeinflussung der T-Zell-Antwort. Das geschieht durch eine Kombination aus
Antigenprésentation, Zytokinproduktion und Costimulation der T-Lymphozyten.

3. iber die Differenzierung zu antikdrpersezernierenden Plasmazellen (56).

B-Lymphozyt @

Plasma-Zelle

-Lymmphozyt . )\
Transplantat

Abbildung 2: B-Lymphozyten Einfluss auf das Transplantat. Abb. nach Schmitz et al. (56)
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1.2.2.1 Immigration

Blutleukozyten sind dazu befdhigt durch die verschiedenen Kompartimente des Korpers zu
wandern. Dieser Vorgang wird als Chemotaxis bezeichnet. Leukozyten immigrieren jedoch aus
unterschiedlichen Griinden, z.B. im Rahmen der Infektabwehr pathogener Bakterien oder Vi-
ren, oder aber bei einer AbstoSungsreaktion nach stattgefundener Transplantation. Die Einwan-
derung in verschiedene Gewebe, sog. Immigration, kann auf unterschiedlichen Wegen vonstat-
tengehen. Von Inflammation spricht man, wenn sich Zellen des erworbenen Immunsystems an
einem Ort anreichern. Normalerweise zirkulieren Leukozyten im Blutstrom, ohne sich an Ge-
faBwinde zu haften. Im Falle einer Inflammation wird das Endothel aktiviert und die Leukozy-

ten konnen {iber drei Schritte durch die GefiBwand in das Gewebe eindringen.

1. Rolling, initiiert durch Selektine,
2. Aktivierung, initiiert durch Chemokine,

3. Aurrest, initiiert durch Integrine (57).

Das sog. ,,Rolling*, die Adhdsion und Transmigration von Leukozyten wurde bereits im 19.
Jahrhundert von Pathologen beschrieben. Die Entdeckung der Integrine, Selektine und Chemo-
kine fiihrte zu dem Anschein, dass die Leukozyten-Adhésionskaskade als Mechanismus fun-
giert, um Leukozyten an spezielle Orte zu bringen. Urspriinglich ging man davon aus, dass
dieser Mechanismus wie oben genannt in drei Schritten vonstattengeht. Aktuellere Studien zei-
gen jedoch, dass der Prozess in weiteren Schritten, welche noch nicht ginzlich verstanden wer-

den, ablauft (58,59):

,Einfangen von Leukozyten®,
. Rollen, initiiert durch Selektine,

1
2
3. Langsames Rollen, ebenfalls durch Selektine ausgeldst,
4. Aktivierung durch Chemokine,

5

. Arrest durch Integrine und intrazelluldre Adhdsionsmolekiile (ICAMI), vaskuldre Zell-
Adhésionsmolekiile (VCAMI) initiiert,
6. Adhision, Stirkung und Ausbreitung, initiiert durch Kinasen,
7. Intravaskuldres Gleiten, durch Makrophagen Antigene (MAC1) und ICAMI1 ausgelost,

8. Parazelluldre und transzelluldre Transmigration (57).

Hierbei kommt es zunéchst zu einer lockeren Haftung der Leukozyten an der GefédBwand. Die-

ser Schritt wird durch P- oder E-Selektin, welche von aktivierten Gefdoberfldchen ausgeschiit-
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tet werden, eingeleitet. Selektine und Integrine sind auch fiir das Rollen, sowie das anschlie-
ende langsame Rollen der Leukozyten zustindig. Arrest wiahrend dem Rollen wird durch Che-
mokine ausgeldst und durch die Bindung von Leukozytenintegrinen an Mitglieder der Immun-
globulinfamilie wie ICAM und VCAM gefordert. ICAM und VCAM werden von Endothelzel-
len exprimiert (60,61). Integrine vermitteln die Adhdsion der Lymphozyten an die GefdBwand.
Sie generieren zudem intrazelluldre Signale, die zur Regulation von zelluldren Funktionen, wie
bspw. Zellbeweglichkeit, Proliferation und Apoptose, beitragen (62,63). V.a. Neutrophile und
Monozyten gleiten innerhalb der Gefd3e und suchen die GefdBwand mit Hilfe von MAC1 und
ICAMI1 nach einem geeigneten Ort zur Transmigration der Leukozyten ab (64,65). Die Trans-
migration von Leukozyten durch die postkapilliren Venenwénde stellt den letzten Schritt der

Immigration von Leukozyten in das entziindete/aktivierte Gewebe dar.

1.2.2.2 Proliferation

Zellproliferation, oft auch nur Proliferation (lateinisch proles ,Nachwuchs, SproBling* und ferre
,tragen*‘) genannt, ist die Bezeichnung fiir schnelles Wachstum bzw. Vermehrung von Gewebe
(66). In der Zellbiologie versteht man unter proliferierenden Zellen diejenigen, die sich selbst
replizieren, sodass deren Anzahl zunimmt. Dieser Mechanismus findet unter kontrollierten Be-
dingungen auch in gesunden Geweben wie bspw. wihrend der Wundheilung in der Haut statt.
Im Kontext der Nierentransplantation ist dieser Begriff auf die Immigration von Zellen des
Immunsystems im Rahmen der TransplantatabstoBung zu beziehen. Die einwandernden B- und
T-Lymphozyten werden durch Reize zum Wachstum bzw. deren Vermehrung angeregt. Bei
diesen Reizen handelt es sich u.a. um Antigenprésentation durch B-Lymphozyten gegeniiber
den T-Lymphozyten. Bspw. BAFF (B-Zell-aktivierender Faktor, auch Blys, TALL-1) gehort zu
den Tumornekrosefaktoren und ist fiir seine stimulierende Wirkung auf B-Lymphozyten be-
kannt (67). Er wird v.a. von Makrophagen, T-Lymphozyten und dendritischen Zellen expri-
miert und hat die Moglichkeit an drei Rezeptoren auf den B-Zellen zu binden. Hierzu zéhlen
der BAFF-Rezeptor, TACI (Transmembrane activator and CAML interactor) und BCMA (B-
cell maturation Antigen). Die Bindung an BCMA in normalen Zellen geschieht, um das Zell-
iiberleben, die Proliferation, Differenzierung und Antikorperproduktion zu ermdglichen bzw.
zu fordern (68). Eine Uberexprimierung von BAFF wurde auBerdem bei autoimmunen Ge-
schehen im Rahmen des Lupus erythematodes (SLE) oder dem multiplen Myelom beobachtet.
In diesen Bereichen macht man sich den BAFF bereits als therapeutischen Angriffspunkt

zunutze.
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1.2.2.3 Tertiir lymphatische Organe (TLOs)

Im Rahmen der Inflammation folgen die immigrierenden Immunzellen Mechanismen, welche
denen in sekundér lymphatischen Organen (SLO) sehr dhneln. Zu den SLO zédhlen u.a. Lymph-
knoten und die weille Pulpa der Milz. Auch die Mikroarchitektur der TLOs &hnelt derer der
SLOs. Der Unterschied ist, dass sich die TLOs im Vergleich zu den SLOs in chronisch in-
flammatorischen Organen finden (69). TLOs entstehen durch eine anhaltende Antigenstimula-
tion. Die Auspriagung der TLOs mit Keimzentren und hochendothelialen Venolen (HEV) ist
stark abhéngig vom Krankheitsstatus und der Dauer der Antigenexposition (70). Diese Art der
Zellgruppierung wurde u.a. bei Krebs- und Autoimmunerkrankungen beschrieben. Da es Pa-
thologlnnen mdglich ist, diese Bereiche zu identifizieren und zu lokalisieren, sind sie als An-

griffspunkte therapeutischer MaBinahmen Gegenstand der Forschung (71).
Zu den 6 Definitionskriterien eines TLOs gehoren (72):

1. Vorhandensein organisierter immigrierter T- und B-Lymphozyten,

2. Auftreten von T-Zell-Zonen (organisiertes Netzwerk aus retikuldren Fibroblasten),

3. Vorhandensein von HEV in der T-Zellzone,

4. Nachweis von B-Zell-Klassenwechsel und Keimzentrum innerhalb der B-Zellfollikel,

5. Vorhandensein von aktivierungsinduzierter Cytidin-Desaminase, welche zur Ausrei-
fung hochspezifischer Antikorper fungiert (73), sowie

6. Vorhandensein von follikulédr dendritischen Zellen.

Der Fall, dass nicht alle genannten sechs Kriterien zutreffen, man aber dennoch von einem TLO
spricht, ist keine Seltenheit. Dies ist moglich, da die organisierte Struktur trotzdem als TLO

fungiert. Die pathophysiologische Signifikanz der TLOs scheint bisher noch ungeklart (74).
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1.3 Transplantatversagen

Im Rahmen der Immigration von Lymphozyten in das transplantierte Organ kann es zu Absto-
Bungsreaktionen kommen. Mdgliche Ursachen fiir unterschiedliche Formen der Transplantat-

abstoBung, sowie Therapieansitze werden im Folgenden dargestellt.

1.3.1 Ursachen fiir Transplantatversagen

Bei den Ursachen fiir Transplantatversagen unterscheidet man generell zwischen spender- und

empfingerassoziierten bzw. immunologischen und nicht-immunologischen Ursachen.

Immunologische Ursachen fiir ein Transplantatversagen stellen u.a. préaformierte (donorspezi-
fische) Antikorper (DSA), eine hohe Anzahl an HLA-Mismatches, ein positives B-Zell-Cross-
match, sowie eine ABO-Inkompatibilitédt dar. Diese immunologischen Faktoren konnen zu einer

TCMR und/oder ABMR fiihren, was im Folgenden genauer ausgefiihrt wird.

Nicht-immunologische Ursachen einer TransplantatabstoBung seitens des Organspenders stel-
len bspw. dessen Alter, kardiovaskuldre Erkrankungen und Organischdmien dar. Einflussfak-
toren des Organempfiangers sind dahingegen das Vorhandensein von Diabetes mellitus, Arteri-
eller Hypertonie, Dyslipiddmie, postrenale Faktoren wie Reflux oder Stenosierungen, kardio-
renale und prirenale Faktoren, virale Infektionen und Medikamentennephrotoxizitit (z.B.
durch Calcineurininhibitoren etc.). Ein weiterer nicht-immunologischer Risikofaktor, welcher
den Erfolg einer Nierentransplantation beeintrdchtigen kann, ist u.a. eine rekurrierende renale
Grunderkrankung, bzw. Glomerulonephritis, die sich in Form einer fokal segmentalen Glome-
rulosklerose, einer membranoproliferativen Glomerulonephritis Typ I + II, einer [gA-Nephritis,
einer membrandsen Glomerulonephritis, eines hdmolytisch-urdmischen Syndroms (HUS), ei-
ner Purpura-Schonlein-Henoch, einer gemischt essenziellen Kryoglobulindmie oder einer fib-
rillairen Glomerulosklerose duern kann (6). Nicht zu unterschétzen ist die Incompliance des
Organempfingers bzgl. der immunsuppressiven Therapie, sowie eine iatrogen bedingte inada-
quate Immunsuppression. Wiebe et al. konnten zeigen, dass Nonadhérenz ein Risikofaktor fiir
die Entstehung von dnDSA darstellt und es in der Folge héufig zu einer gemischten TCMR und
ABMR kommt. Sie zeigten, dass sich die Auswirkungen der Incompliance bereits 6 Monate
nach erfolgter Transplantation bemerkbar machen konnen (75). So konnten auch Chisholm et
al. ab dem sechsten Monat nach Transplantation eine Abnahme der Adhérenz bzgl. der Immun-
suppressivaeinnahme beobachten. In deren Studie, in der 500 PatientInnen eingeschlossen wa-

ren, lag die Therapieadhdrenz in den ersten fiinf Monaten nach Transplantation bei 95%. Nach
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12 Monaten nahmen nur noch 48% der PatientInnen zuverléssig [hre immunsuppressive Medi-
kation ein (76). Vorangegangene TransplantatabstoBungen stellen neben einer verzdgerten
Funktionsaufnahme des Transplantats (DGF, delayed graft function) einen nennenswerten
nicht-immunologischen Risikofaktor dar. Eine DGF wird durch ein hohes Alter des Organspen-
ders, eine verldngerte kalte Ischdmiezeit, sowie kardiovaskuldre Erkrankungen des Organspen-

ders begiinstigt (77-80).

1.3.2 Formen der Transplantatabstof3ung

Neben der ehemaligen zeitlichen Einteilung einer TransplantatabstoBung in hyperakut, akut
und chronisch, besteht der Goldstandard in der Klassifikation auf histopathologischer Ebene.
Diese wird anhand der ,,BANFF-Klassifikation* fiir Nieren klassifiziert (81). Die BANFF-Kon-
ferenz, welche seit 1997 alle zwei Jahre tagt, ist fiir die kontinuierliche Uberarbeitung der di-
agnostischen Kriterien einer TransplantatabstoBung zustéindig. Die BANFF-Klassifikation in
ithrer zuletzt 2019 tiberarbeiteten Version befindet sich zum leichteren Verstdndnis als Ergén-

zung im Anhang.

Man unterscheidet zwischen einer zelluldren und humoralen Immunantwort. Die beiden Absto-
Bungsformen sind anhand der Lokalisation der Schadigung histologisch, und des Vorhandens-

eins von Antikorpern serologisch voneinander unterscheidbar (84).

1.3.2.1 Zellulare Immunantwort — TCMR

Bei der zelluliren Immunantwort handelt es sich um eine durch T-Lymphozyten vermittelte
Abwehrreaktion. Nachdem das Immunsystem des Empféngers mit korperfremden Antigenen
(HLA) des Transplantats in Kontakt kommt, werden unreife dendritische Zellen aktiviert und
tragen Spenderantigene des transplantierten Organs zum Empfénger. Hier erreichen diese die
Lymphknoten und die Milz. Auf deren Weg reifen sie zu Antigenprasentierenden Zellen (APC)
aus (82). Sie présentieren das Spenderantigen iiber MHC I an ihrer Oberflache. Dieser MHC I
wird durch CD8 und den T-Zell-Rezeptor auf T-Killerzellen gebunden. Zusétzlich zu den T-
Lymphozyten unterstiitzen Phagozyten, NK, T-Helferzellen und B-Lymphozyten den Prozess
der zelluldren Immunantwort (83).

Die akute TCMR setzt zwischen der ersten Woche und mehreren Monaten nach erfolgter Trans-
plantation ein. Als Ursache fiir die akute Rejektion eines Nierentransplantates gelten u. a. HLA-

Inkompatibilitéit, Retransplantation, sowie das Alter des Patienten (84). Im jdhrlichen Report
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der USA lag der Anteil der akuten TransplantatabstoBungen innerhalb des ersten Jahres nach

Transplantation 2020 bei Erwachsenen zwischen 5,3 — 9,3 % (85).

Diese Form der TransplantatabstoBung ist histologisch durch die lymphozytire Infiltration der
Tubuli (Tubulitis = Grad 4 I nach BANFF), des Interstitiums und der arteriellen Intima (En-
dothelialitis = Grad 4 II nach BANFF) charakterisiert (86). Die alleinige akute TCMR spricht
i.d.R. gut auf eine intensivierte immunsuppressive Therapie an uns spielt somit prognostisch
mittlerweile eine untergeordnete Rolle. So ist diese nach Empfehlung der KDIGO mit einer
hochdosierten Steroid-Bolusgabe zu therapieren. Bei steroidrefraktiren und rekurrenten akuten
zelluldren Abstofungen oder histologisch hohergradigen AbstoBungen erfolgt der Einsatz von
Lymphozyten-depletierenden Wirkstoffen (z.B. ATG) oder OKT3 (87). Bei OKT3 handelt es

sich um einen monoklonalen AK, der gegen humane T-Zellen gerichtet ist.

Neben der akuten TCMR wird seit dem Update der Banff-Klassifikation aus dem Jahr 2005
auch die chronisch aktive TCMR aufgefiihrt. Histologische Merkmale sind eine Interstitielle
Fibrose/Tubuldre Atrophie (IF/TA), vaskuldre Fibrose mit Intimaverdickung, eine Verdickung
der glomeruldren Basalmembran, Hyalinisierung der Arteriolen und deren Verdickung. Eine
Therapie ist derzeit nicht bekannt. Generell spricht man von einer chronischen Transplantatab-
stoBung, wenn es nach iiber einem Jahr nach erfolgter Transplantation zu einer AbstoBungsre-
aktion kommt. Sie kann sowohl durch zellulére, als auch humorale Mechanismen, sprich anti-
korpervermittelt (ABMR=Antibody mediated rejection), ablaufen (88), oder als Kombination
aus beiden (= gemischt-zellige Abstof3ung).

1.3.2.2 Humorale Immunantwort - ABMR

Im Rahmen der humoralen Immunantwort differenzieren B-Lymphozyten zu Plasmazellen,
welche DSA produzieren. Diese DSAs binden an HLA der Endothelzellen des Transplantats,
binden Komplement und 16sen eine Kaskade aus, welche letztendlich zur Freisetzung von C5
fithrt. Bei C5 handelt es sich um eine Komplementkomponente, welche neben den Faktoren
CI1-C9 zur Aktivierung des Membranangriffskomplexes (MAC) fiihrt. Somit kommt es zum
Zelltod und in unserem Falle zur Schidigung des Transplantats (89). Die Datenlage iiber den
Zeitpunkt, zu dem sich DSA entwickeln, ist derzeit sehr widerspriichlich. So sind einige For-
schende der Meinung, dass sich DSA bereits wenige Monate (<6 Monate) nach stattgefundener
Transplantation entwickeln (90), Andere zeigen wiederum Daten auf, dass eine DSA-Detektion

erst nach mehreren Jahren mdglich ist (91,92).
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Lange Zeit hing die Diagnosestellung einer ABMR von 3 Faktoren ab: 1. DSA-Nachwesis, 2.
Histologischer Nachweis einer akuten Allograftschiadigung (z.B. durch mikrozirkuloatorische
Inflammation), sowie 3. Nachweis von Antikdrperinteraktion mit dem Gefdfendothel (z.B.

C4d-Nachweis innerhalb der peritubuldren Kapillaren) (93).

Aufgrund der geringen Sensitivitdt von C4d und der damit einhergehenden Unterdiagnostik
einer ABMR wurde im Rahmen des 12. Banff-Updates von 2013 die C4d negative ABMR in
die Diagnosekriterien der Banff-Klassifikation aufgenommen. Die zahlreichen Anderungen der
Banft-Klassifikation fiihrten iiber die Jahre zu einem komplexen diagnostischen System, wel-
ches seinen urspriinglichen klinischen Nutzen zu verfehlen droht (94). Anhand des letzten Up-
dates von 2019 wird zwischen akuter/aktiver, chronisch aktiver und chronisch inaktiver ABMR
unterschieden. Zum besseren Verstindnis erfolgt die Unterteilung im Folgenden dennoch in

hyperakut, akut und chronisch.

Die hyperakute AbstoBung eines Transplantats setzt Minuten nach erfolgter Reperfusion, sprich
meist unmittelbar nach Freigabe des Blutstroms des Organempfangers, ein. Dabei sind seitens
des Organempfingers bereits vor stattgehabter Transplantation Antikdrper gegen HLA-Anti-
gene, welche im Spenderorgan enthalten sind, vorhanden. Die HLA-Antigene haben sich in den
meisten Féllen wihrend einer Schwangerschaft, einer Bluttransfusion oder einer vorangegan-
genen Transplantation gebildet. Die hyperakute Rejektion ist durch Thrombosierungen der Ge-
féfBe, welche zu nekrotischen Verdnderungen des Transplantats fithren, charakterisiert (55). So
erkennt man eine hyperakute Abstoung bereits makroskopisch daran, dass das Transplantat
marmoriert, dlister bzw. schwarz erscheint, sobald die Revaskularisation im Rahmen der Orga-
nimplantation sichergestellt ist. Dank der modernen o.g. immunologischen Analysemethoden

sind hyperakute AbstoBungen heutzutage eine absolute Raritét.

Die akute antikorpervermittelte AbstoBung (ABMR) kann innerhalb weniger Tage bis Jahre
nach erfolgter Transplantation auftreten. Zur Differenzierung zwischen akuter TCMR und
ABMR ist der Nachweis von DSA, sowie eine Biopsieentnahme entscheidend. Eine akute
ABMR tritt v.a. auf, wenn bereits vor der Transplantation zirkulierende DSA vorhanden waren.
Somit gehen hohe DSA-Titer vor Transplantation mit einem deutlich erh6hten Risiko fiir eine
akute TransplantatabstoBung einher (95). Die akute ABMR ist normalerweise klinisch appa-

rent.
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Histopathologisch ist die ABMR durch folgende Aspekte geprégt (54,89):

fibrinoide Nekrose der Arteriolen,
Fibrinthromben in glomeruldren Kapillaren,
Glomerulitis,

peritubulére Kapillaritis,

interstitielle Himorrhagien und

AN A o

die Anfarbung der peritubuldren Kapillaren mittels C4d-Bindung.

Die chronische ABMR ist die dominierende Art der TransplantatabstoBungen im Langzeitver-
lauf und steht auch im Fokus dieser Arbeit. Sie setzt nach mehr als einem Jahr nach erfolgter
Transplantation ein. Diese Art der OrganabstoBung macht sich klinisch meist durch eine neu
aufgetretene Albuminurie, Hypertension bzw. durch das Vorhandensein von de novo DSA,
sprich neuaufgetretenen donorspezifischen Antikdrpern und einem (schleichenden) Transplan-
tatfunktionsverlust bemerkbar. Die Hauptrisikofaktoren eines reduzierten Langzeitiiberlebens
stellen das Vorhandensein von DSA oder dnDSA dar (96,97). So unterscheidet man zwischen
der Persistenz bzw. dem Wiederauftreten bereits vor der Transplantation existierender DSA
oder beides, und de novo, sprich neu aufgetretene, DSAs, welche gewohnlich ca. frithestens ein
Jahr nach einer Transplantation auftreten (98). Russell et al. beschrieben bereits 1970 den Zu-
sammenhang zwischen der Entstehung von dnDSA und der Entwicklung einer chronischen
Nierentransplantatarteriopathie (98). Die damit einhergehende chronische AllograftabstoBung
konnte seither durch weitere Forschungsgruppen belegt werden (99,100). In Fillen, in denen
eine Nierenbiopsie nicht mdglich ist, kann die Bestimmung von dnDSA Titern zur Risikoab-
schitzung einer ABMR herangezogen werden (101). Diese Bestimmung kann die Nierenbiop-

sie jedoch nicht ersetzen.

Die histologischen Merkmale der chronischen ABMR kdnnen denen der chronisch aktiven

TCMR (s.0.) entsprechen.

1.3.3 Therapieansitze bei ABMR

Im Rahmen der Banff-Konferenz 2019 wurde ersichtlich, dass die chronisch aktive ABMR ¢in
breites Spektrum umfasst. So reicht dies von schwerwiegender Aktivitdt und milder Chronizitét
bis zu Féllen mit geringer Aktivitdt und schwerer Chronizitit. Eine chronische Transplantatab-
stoBung ist mit einer erhohten Morbiditét, Mortalitdt, sowie mit hohen Kosten verbunden (102).

Bei antikorpervermittelten AbstoBungen empfiehlt die KDIGO mit einer oder mehreren der
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folgenden Alternativen + Glucocorticoide zu behandeln: Plasmapherese, i.v. Inmunglobuline
(IVIG), Anti-CD20-Antikorper, Lymphozyten-depletierende Antikorper (87). Zur Bekdmp-
fung der spiten und/oder chronischen ABMR konnten trotz zahlreicher kleiner randomisierter,
kontrollierter Studien bisher leider noch keine bahnbrechenden Ergebnisse erzielt werden. Die
untersuchten Therapiemethoden fanden daher bisher keinen Einzug in den klinischen Alltag
(103,104). Prinzipiell stellt die aktuelle Zielsetzung der Therapie einer akuten/aktiven und chro-
nisch, aktiven antikdrpervermittelten AbstoSung die Elimination bereits vorhandener Antikor-

per bzw. die Unterbindung der erneuten Entstehung von Antikdrpern dar.

In der folgenden Abbildung 3 von Béhmig et al. wird die Pathogenese der ABMR verdeutlicht.
Zudem sind potenzielle Angriffspunkte dargestellt. Nachfolgend soll auf einige Substanzen ein-

gegangen werden.
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Abbildung 3: Pathogenese der ABMR und potenzielle Angriffspunkte (104)

IVIG dienen der Blockade des retikuloendothelialen Systems, sowie des Abbaus von Immun-
komplexen. Sie dient der Aufrechterhaltung des IgG-Spiegels. Die Plasmapherese ist eine

Technik, bei der extrakorporal zirkulierende Antikorper abgebaut werden konnen.

Des Weiteren wurde Rituximab, ein humanisierter anti-CD20-AK im Rahmen der ,,RITUX-
ERAH* Studie untersucht. Durch die Bindung von Rituximab an CD20 wird die Zelle iiber drei
verschiedene Mechanismen zur Destruktion freigegeben. 1. Uber die Antikdrperabhiingige Zy-
totoxizitit, 2. Uber CDC, was zur Aktivierung der Komplementkaskade fiihrt, oder 3. Uber eine
zellvermittelte Apoptose iiber CD20-Cross-Linking (105). Ein Vorteil bestehet in der schnellen
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und anhaltenden Eliminierung zirkulierender B-Lymphozyten (die u.a. IL-6 produzieren (106))
im Rahmen einer akuten TransplantatabstoBung. Ein Nachteil stellt ein hohes Infektionsrisiko
dar (107). In der genannten Studie konnte kein zusétzlicher Benefit gegeniiber der alleinigen

IVIG und Plasmapheresetherapie verzeichnet werden.

In der randomisierten kontrollierten Studie ,,BORTEJECT* wurde der Einfluss des Proteaso-
minhibitors Bortezomib untersucht. Den Endpunkt der Studie stellte die eGFR nach 2 Jahren
dar. Der Einsatz von Bortezomib ergab keinen Benefit gegeniiber Placebo (108). Ein Nachteil
war zudem die gastrointestinale und hdmatologische Toxizitét. Ein weiteres groBeres Feld stel-
len die monoklonalen Antikdrper dar. Bspw. Tocilizumab, ein humanisierter monoklonaler
anti-IL6R-AK. Interleukin-6(-Rezeptor) ist ein verbreiteter Angriffspunkt in der Therapie der
rheumatoiden Arthritis. Durch die Hemmung der Differenzierung naiver B-Zellen zu Vorstufen
und reifen Plasmazellen kommt es zu einer Reduktion der T-Zellinfiltration. Cabezas et al. un-
tersuchten in ithrem Review sechs Studien, die insgesamt 117 Patientlnnen inkludierten. Sie
konnten eine Reduktion der DSA-Bildung, eine verminderte Inflammation und mikrovaskulire
Schadigungen in den entnommenen Biopsien, durch den Einsatz von Tocilizumab im Vergleich
zur Standardtherapie, vernehmen (109). Auch hier besteht aufgrund der kleinen Studien eine

geringe Aussagekraft.

In einer weiteren randomisierten kontrollierten Phase II-Studie wurde der anti-Blys monoklo-
nale AK Belimumab untersucht (110). Bei dem zu kleinen Studienkollektiv konnte keine sig-
nifikante Reduktion der Anzahl naiver B-Zellen im peripheren Blut nach 24 Wochen, sowie
keine signifikante Reduktion der B-Geddchtniszellen vernommen werden. Es kam jedoch zu
einer reduzierten T-Zellproliferation. Im Rahmen der Therapie des Systemischen Lupus Eryth-

ematodes ist Belimumab ein gingiges Medikament.

Zudem wurden Komplementinhibitoren untersucht. Eculizumab, ein anti-C5-AK, konnte in ei-
ner kleinen Studie mit n=20 keinen Benefit gegeniiber der Kontrollgruppe (Standardtherapie

IVIG + Plasmapherese) bzgl. dem Transplantatiiberleben nach 1 Jahr erzielen (111).

GrofBere interventionelle Studien sind ndtig, um bessere Aussagen liber die Wirksamkeit der

beschriebenen Substanzen titigen zu kdnnen.
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1.4 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden die Auswirkungen der unterschiedlichen Thera-

pieschemata, im Sinne einer Standardimmunsuppression, einer Unterimmunsuppression und

dem Einsatz eines anti-BAFF-Antikorpers, auf die immigrierenden Lymphozyten im Modell

der experimentellen Nierentransplantation in der Ratte untersucht. Es wird zwischen einer frii-

hen und einer spéten chronischen AbstoBung, Tag 28 (d28) und Tag 56 (d56), unterschieden.

Dabei sind folgende Fragen zu bearbeiten:

1.

Nehmen die unterschiedlichen Therapieschemata Einfluss auf die Anzahl der immig-
rierenden T-, B-, sowie Proliferierenden Zellen?

Nehmen die unterschiedlichen Therapieschemata Einfluss auf die proliferative Aktivitét
der immigrierenden T- und B-Lymphozyten?

Ist ein Zusammenhang zwischen der proliferativen Aktivitét und den histopathologisch
gesicherten Verdnderungen (nach BANFF-Klassifikation) zu beobachten?

Ordnen sich die immigrierenden Zellen nach einem speziellen Schema (TLO-like) im

Transplantat an?
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2 Material und Methoden

In diesem Abschnitt wird das Vorgehen der Arbeit beschrieben. Zunichst erfolgt eine Ubersicht

iber die verwendeten Gerate, Materialien und Methoden.

2.1 Verwendete Gerite und Materialien

Gerite

Hersteller

Schlittenmicrotom Slide 4003 E

pfm mediacal, K&In, Deutschland

Decloaking Chamber Plus

Biocare Medical, Concord, USA

Axio Observer.Z1

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

AxioCam ERc 5s

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Gerite

Software

Hersteller

HistoQuest 3.0

TissueGnostics GmbH, Wien, Osterreich

Axiovision

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Microsoft Excel 365

Microsoft, USA

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Software

Kits

Hersteller

Avidin/Biotin Blocking Kit

Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland

Permanent AP-Red Kit

Zytomed Systems inc, Berlin, Deutschland

Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Kits
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Losungen Hersteller

Ag-Unmasking Solution Linaris, H-3300, Dossenheim, Deutschland
Auqa-dest aus Milipore Anlage Merck, Darmstadt, Deutschland

Avidin Linaris, SP-200, Dossenheim, Deutschland
Biotin Linaris, SP-200, Dossenheim, Deutschland
Superblock Solution Pierce Technology, 37.515, Rockford, USA

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Losungen

Arzneimittel Hersteller

Cyclosporin A Neoral, Novartis, Basel, Schweiz

monoklonaler anti-BAFF-Antikorper,
GSK, Hamburg, Deutschland
Belimumab

Hamster IgG Isotyp; Leinco Technologies,

ISO-Antikorper
Inc., MO

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Arzneimittel

2.2 Projektbeschreibung

Am Universitatsklinikum Regensburg wurden in der Abteilung fiir Nephrologie unter der Lei-
tung von Herrn Prof. Dr. Tobias Bergler Versuche im experimentellen Nierentransplantations-
modell der Ratte im Rahmen von Forschungsvorhaben zur Nierentransplantation durchgefiihrt.
Diese erfolgten gemif des deutschen Tierschutzgesetzes und des National Instituts of Health
(NIH). Hierbei fungierten ménnliche Brown Norway Ratten (BN) als Organspender und ménn-
liche Lewis Ratten (LEW) als Organempfinger. Die Versuchstiere stammten aus den Charles
River Laboratorien in Sulzfeld, Deutschland, und wogen im Schnitt 200 - 250g. Im Zuge der
Transplantation wurde zundchst den BN die linke Niere als Spenderniere explantiert. Diese
linke Niere wurde jeweils mit kalter Kochsalzlosung gespiilt, und anschlieend orthotop in
LEW iiber End-zu-End-Anastomose der Gefifle und Ureteren implantiert. Bei der orthotopen

Implantation wird das Spenderorgan an die anatomisch gleiche Lage des entnommenen Organs
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eingesetzt. Die kalte und warme Ischdmiezeit betrug circa 30 - 35 Minuten. Am Ende der Ope-

ration fand eine Nephrektomie der rechten Niere der LEW statt, so dass die Transplantatniere

mit Ende der Transplantation die gesamte Nierenleistung widerspiegelte. Es handelte sich um

ein HLA-mismatched Modell. Das heift, die entsprechenden Versuchstiere unterschieden sich

genetisch in wesentlichen MHC-Merkmalen.

Anschliefend wurden die Versuchstiere in Gruppen eingeteilt und unterschiedlich, wie in Ta-

belle 8 dargestellt, therapiert.

Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurden 39 Versuchstiere in 7 Gruppen a jeweils 4 - 6

Versuchstieren eingeteilt. Die Gruppen unterschieden sich in der Versuchsdauer nach erfolgter

Transplantation, die entweder 28 Tage (d28) oder 56 Tage (d56) betrug.

Anzahl Euthanasie- CyA - Antikorper- .
Gruppe Abkiirzung
Versuchstiere |  zeitpunkt Dosis gabe
1 6 10 mg/kg KG - NR d28
) 6 5 mg/kg KG ) CR 28
alt.
d28
3 6 Sk KG AK CR + AK d28
5 mg/kg KG CR + ISO-AK
4 4 It ISO-AK D3
5 6 10 mg/kg KG - NR d56
6 6 456 > mg;ﬁg KG - CR d56
7 5 > mg; i‘tg KG AK CR + AK d56

Tabelle 8: Auflistung der betrachteten Gruppen
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Zum besseren Verstindnis des experimentellen Designs gibt Abbildung 4 einen Uberblick.

&
¢!

M O IO
d0 d3 di7 d28 d31 d4s d56

' = Belimumab l = finalisiert

Abbildung 4: Modell des experimentellen Designs, Belimumab als anti-BAFF-AK. Abb. nach Steines
etal. (112)

Bei den Versuchstieren der Gruppen 1 - 4 wurden die Nieren nach 28 Tagen (d28) entnommen
und bei Gruppe 5 - 7 nach 56 Tagen (d56). In den Gruppen 1 und 5 erhielten die jeweils sechs
Versuchstiere ab stattgefundener Transplantation tiglich 10 mg/kg Korpergewicht (KG) Cyc-
losporin A (CyA) (vgl. Tabelle 8). Cyclosporin A wurde als eines der aktuell standardméBig
verwendeten Immunsuppressiva nach Nierentransplantation ausgewihlt. Diese Dosierung des
Immunsuppressivums sollte die therapeutische Dosis darstellen, analog zu den Leitlinien, die
fiir den klinischen Alltag gelten. Hierbei ging man davon aus, dass durch eine ausreichende T-
Zell-Blockade keine AbstoBBung des transplantierten Organs stattfindet (no rejection, NR). Da-
her galten die beiden Gruppen NR d28 und NR d56 als Referenzgruppen. In den Gruppen 2, 3,
4, 6 und 7 erhielten die Versuchstiere hingegen nur 5 mg/kg KG CyA alternierend. Das heif3t,
es erfolgte eine prolongierte Unterimmunsuppression durch die reduzierte CyA-Gabe. Die Ver-
suchstiere erhielten hierfiir wihrend der ersten sechs Versuchstage tdglich 5 mg/kg KG. Ab d7
wurde dies nur noch jeden zweiten Tag appliziert. Dies soll Ausdruck des ,,incomplianten Pa-
tientenkollektivs® sein, welches seine immunsuppressive Therapie nicht regelméBig einnimmt.
Hierdurch wurde eine chronische TransplantatabstoBung (chronische Rejektion, CR) initiiert
und die Bildung von DSA begiinstigt. Gruppe 3 und 7 erhielten zusétzlich den monoklonalen
Antikorper Belimumab (vgl. Tabelle 8). Dieser ist gegen den l6slichen B-Zell-aktivierenden
Faktor (BAFF) gerichtet. Im Folgenden werden diese zwei Gruppen als ,,CR+AK d28* und
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,CR+AK d56 (vgl. Tabelle 8) bezeichnet. Der Anti-BAFF-AK wurde den Versuchstieren je-
weils an d3, d17, d31 und d45 in die Peritonealhdhle appliziert (vgl. Abbildung 4). Die Ver-
suchstiere der Gruppe 4 erhielten einen Iso-Antikorper (Iso-AK), um unspezifische Effekte der
AK-Applikation auszuschlieBen. Dieser wurde an den gleichen Tagen wie der Anti-BAFF-AK
ebenfalls in einer Dosierung von 10mg/kg KG in die Peritonealh6hle verabreicht. Die so be-
handelten Versuchstiere gehdrten der Gruppe ,,CR+ISO-AK d28* an. Bei einem Iso-AK han-
delt es sich um einen unspezifisch bindenden Antikdrper. Dieser ist ,,gegen arteigene, jedoch
korperfremde Antigene gerichtet (113). Am Ende des Experiments wurden jeweils die trans-
plantierten Nieren entnommen und in Viertel geteilt. Diese wurden entweder in Paraffin fixiert
oder mittels Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Die histologische Einstufung
der TransplantatabstoBung erfolgte anhand der Banftf-Klassifikation (Vgl. 7.4 Banff-Klassifi-
kation im Anhang) durch Kolleglnnen des Nephropathologischen Instituts des Uniklinikums
Erlangen (Frau Prof. Dr. K. Amann).

35



2.3 Weiteres Vorgehen und Fiarbungen

Nach der Entnahme der Nieren der jeweiligen Versuchsgruppen schlossen sich folgende mole-

kularbiologische Analytikschritte an.

Paraffinierung/Fixierung
der Priparate

Herstellung der Schnitte
(3 um)

Entparaffinierung

Demaskierung

Immunhistochemie

Féarbung

Fluoreszenzmikroskopie

Auswertung
(HistoQuest/manuell)

Abbildung 5: Ubersicht iiber das weitere Vorgehen

2.3.1 Paraffinierung — Fixierung der Priparate und Herstellung der Paraffinschnitte

Die in Viertel geteilten Nierenpriparate wurden in Paraffin fixiert bzw. mittels Stickstoff (N2)
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Diese Paraffinblocke wurden im Anschluss iiber
Nacht bei -20°C gekiihlt und hérteten dann auf einer Kiihlplatte bei -10°C aus. Mithilfe des
Schlittenmicrotoms (vgl. Tabelle 3) wurden 3um dicke Schnitte angefertigt, welche in einem
Wasserbad gestreckt, und anschlieend auf Objekttrager aufgebracht wurden. Als Néchstes er-
folgte liber Nacht die Austrocknung bei 37°C.
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2.3.2 Entparaffinierung

Um die bestehenden 3 pum dicken Schnitte im nichsten Schritt anfiarben zu kdnnen, wurden
diese zunédchst zweimal fiir 10 min in Xylol entparaffiniert. Danach wurden sie in absteigender
Alkoholreihe (2 x 5 min 100% Ethanol, 2 x 5 min 96% Ethanol und 1 x 5 min 70% Ethanol)
rehydriert und fiir 2 x 5 min in PBS-Puffer gewaschen.

2.3.3 Demaskierung

Im folgenden Schritt wurde eine Demaskierung der Antigenbindestellen durchgefiihrt. Dafiir
wurden die Schnitte in die hergestellte Antigen-Retrieval-Losung gestellt. Diese bestand aus
300 ml Aqua destillata und 3 ml Antigen-Unmasking-Losung. Die sich in der Losung befin-
denden Schnitte wurden nun fiir 30 min bei 121 °C in der ,,Decloaking Chamber Plus* autokla-
viert. Diese Methode wird als ,,Heat induced epitope retrival-Technology* bezeichnet. Nach-
dem die Schnitte abgekiihlt waren, wurden sie kurz in PBS geschwenkt und fiir 2 x 5 min mit
PBS gewaschen. Die Préparate auf den Objekttragern wurden mit einem Fettstift umkreist, um
ein hydrophobes Milieu rund um das Gewebe zu generieren. So wurde das anschlieBende Auf-
tropfen der jeweiligen Reagenzien vereinfacht. Von hieran wurden die Schnitte zur Vermei-

dung einer Austrocknung in einer feuchten Kammer aufbewahrt.

2.3.4 Verwendete Antikorper und Firbungsmittel

Antikorper Name Verdiinnung Firma
Primérantikorper rabbit anti-rat CD3 1:100 Abcam, 5690, Cambridge,
UK
Sekundérantikdrper | donkey anti-rabbit-Cy5 1:500 Dianova, 711-175-152,
Hamburg, Deutschland

Tabelle 9: Verwendete Antikdrper, Zielmolekiil CD3*Zellen
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Antikorper Name Verdiinnung Firma
Primérantikrper mouse anti-rat CD20 1:100 Santa Cruz, sc-393,894,
Heidelberg, Germany
Sekundérantikrper | goat anti-mouse (IgM)- 1:500 ThermoFisher, 31804
biotin
Tertidrantikorper Strep Cy3 Dianova, 016-160-084,
Hamburg, Deutschland

Tabelle 10: Verwendete Antikorper, Zielmolekiil CD20*Zellen

Antikorper

Name

Firma

Proliferation

Anti-Ki67-FITC

ebioscience, 11-5698

Tabelle 11: Verwendete Antikorper, Zielmolekiil Ki67*Zellen

Zielmolekul

Name

Verdiinnung

Firma

Zellkerne

Hoechst 33,342

1:50,000

Molecular Probes H-1399,
Waltham, USA

Tabelle 12: Farbung Zellkerne
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2.3.5 Immunhistochemie
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde an den 3 um dicken Schnitten durchgefiihrt. Bei der Immunhis-
tochemie handelt es sich um eine Methode, die es ermdglicht, mit Hilfe der Antigen-Antikor-
per-Bindung bestimmte Strukturen farblich darzustellen. Hierbei wird das gesuchte Antigen
durch einen spezifischen primdren Antikdrper gebunden. Das Fc-Segment des priméiren Anti-
korpers stellt die Bindungsstelle des sekundiren Antikdrpers dar. Genauso bildet der Fe-Teil
des sekundiren Antikorpers die Bindungsstelle fiir den tertidren Antikorper, welcher farblich
markiert ist. Diese dreistufige Methode ist die Methode der Wahl bei Proben mit einer kleinen
Anzahl an Epitopen. Im vorliegenden Versuch bindet beispielsweise Streptavidin Cy3 an den
biotinylierten Antikérper fiir CD20% Zellen. Bei der Detektion CD3Zellen wurde die zweistu-
fige Methode und bei der Detektion der CD20*Zellen die dreistufige Methode angewandt. In
diesem Versuch handelt es sich um eine indirekte Methode, welche durch den Einsatz mehrerer
Antikorper gekennzeichnet, und fiir eine Signalverstarkung ursédchlich ist (114). Um die Sig-
nalintensitét dieser indirekten Methode weiter zu verstirken, wurde die (Strept-)Avidin-Biotin-
Methode genutzt, welche in Abbildung 6 verdeutlicht wird. Dabei bindet Biotin (Vitamin H)

an den Fc-Teil des sekundédren AKs. An das an den AK gebundene Biotin kann sich wiederum
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Avidin anlagert. Avidin besitzt eine sehr hohe Affinitdt zu Biotin und verfiigt liber vier Bin-
dungsstellen, an die je ein Biotin-Molekiil binden kann. So wurde im vorliegenden Versuch im
Falle von CD3* nachdem der Priméarantikorper an das darzustellende Antigen (CD3*) gebunden
hatte, der Sekundérantikdrper aufgetragen. Im Anschluss wurde Avidin hinzugegeben, welches
kovalent an das Biotinmolekiil des Sekundérantikdrpers bindet. Die restlichen drei freien Bin-
dungsstellen des Avidins wurden mittels enzymbeladenen Biotins besetzt. Bei diesem Enzym
handelte es sich um alkalische Phosphatase. Durch das im néchsten Schritt hinzugegebene
Chromogen konnte nun eine enzymkatalysierte Farbreaktion ausgelost werden. Die anschlie-
Bende Gegenfirbung mit Himalaun ermoglichte es, die umliegenden Strukturen, abgesehen
von den darzustellenden Zellen, sichtbar zu machen. Hierunter fallen beispielsweise Tubulus-

zellen, Glomeruli und Gefil3e.

In der praktischen Umsetzung wurden in den Versuchen auf die mit Antigen-Retrival behan-
delten, sich in der feuchten Kammer befindenden Schnitte, Avidin aufgetragen und diese fiir
15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut in PBS geschwenkt und 2 x 5 min
mit PBS gewaschen. Dann erfolgte das gleiche Prozedere mit Biotin. Zur allgemeinen Blockie-
rung der Antigen-Bindestellen wurde Superblock auf die Schnitte in der feuchten Kammer ge-
geben und diese fiir 15 min inkubiert. Hier erfolgte im Anschluss keine Spiilung. Die Losung
wurde lediglich abgekippt und direkt im Anschluss, wie im Folgenden unter 2.3.6 beschrieben,

der Primérantikorper aufgetragen.

2.3.6 Firbung

Féarbung der CD3*-T-Lymphozyten und der CD20*-B-Lymphozyten:

1. Primérantikorper (vgl. Tabelle 9 und Tabelle 10) in angegebener Verdiinnung auftragen
und bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer iiber Nacht inkubieren

2. Kurz in PBS schwenken, 3 x Smin mit PBS-Puffer waschen

3. Sekundidrantikorper (vgl. Tabelle 9 und Tabelle 10) in angegebener Verdiinnung fiir
30min bei Raumtemperatur auf die Schnitte in der feuchten Kammer geben

4. Kurz in PBS schwenken, 2 x Smin mit PBS waschen

5. Tertidrantikorper (vgl. Tabelle 9 und Tabelle 10) fiir 1,5h bei Raumtemperatur auf den
Schnitten inkubieren, hier auf Lichtschutz in der feuchten Kammer achten

6. Kurz in PBS schwenken, 2 x Smin mit PBS waschen
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7. Gegenfiarbung mit Hoechst 33342 Fluo Kernfarbstoff (vgl. Tabelle 12), mit PBS fiir 2
min inkubieren

8. Kurz in PBS schwenken, 1 x 5Smin mit PBS waschen

9. Eindecken mit FluoMountingMedium (DAKO, S3023)

10. Deckglas auflegen

Farbung der proliferierenden Zellen:

Bei dem Ki67-Antigen handelt es sich um einen Proliferationsmarker. Es wird nur von Zellen
exprimiert, die im Begriff sind sich zu teilen und sich somit in der G1, S, G2 und Mitose-Phase
des Zellzyklus befinden. In der Interphase befindet sich dieser im Zellkern. Wihrend sich der
Zellkern in der Mitose aufldst, lagert sich das Markerprotein (Ki67) an die Chromosomen. Uber
Antikorper kann dieser Prozess immunhistochemisch nachgewiesen werden. Die Ki67 Farbung
unterscheidet sich im Vgl. zu der CD3 und CD20-Férbung in Punkt 5. Die Schnitte wurden hier
mit Ki67-AK bei Raumtemperatur 1,5 h inkubiert. Da der Antikorper bereits fluoreszenzmar-
kiert ist, war hier kein zusétzlicher Sekundérantikdrper notwendig. Anschlieend wurde der

Vorgang mit Punkt 6 (s.0.) analog fortgefiihrt.
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2.4 Auswertung

2.4.1 Software-basierte Auswertung

Abbildung 7: Schematischer Uberblick der bearbeiteten Nierenrinde

Die nun priparierten Schnitte wurden mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops Zeiss observer Z1
der Firma Zeiss bei 20-facher VergroBerung tliber die Mikroskopkamera AxioCam ERc5s be-
trachtet und mit Hilfe des Programmes Axio Vision digital erfasst. Dabei wurde die Nierenrinde
jeweils mianderformig fotografiert (vgl. Abbildung 7). Pro Schnitt wurden die ersten 20 Ge-
sichtsfelder festgehalten, die jeweils 296 um x 222um maf3en. Innerhalb dieser Gesichtsfelder
wurde, falls vorhanden, auf Zellansammlungen gezoomt und diese in die Mitte des Gesichts-
feldes eingestellt. Waren iiber die 20 Gesichtsfelder hinaus noch mehr Zellansammlungen vor-
handen, wurden diese ebenso erfasst. Aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an Gesichtsfel-
dern pro Schnitt wurde spéter eine Auswertung anhand der Grof3e (mm?) und Anzahl der Ge-
sichtsfelder durchgefiihrt. Um die Objektivitit zu wahren, wurden in einem zweiten Datensatz
von einer weiteren Person Zellansammlungen fotografiert. Hierbei erfolgte keine liickenlose
Erfassung der Nierenrinde. Es wurden lediglich sog. Infiltrate erfasst. Diese sind im Rahmen
der Auswertung unter ,,Zellen anhand der Infiltrate* zu finden. Durch die unterschiedliche An-
farbung der jeweiligen Zellarten konnte, wie in Abbildung 8 beispielhaft dargestellt, zwischen
den verschiedenen Zellarten unterschieden werden. Dabei wurden die Bilder zundchst mit dem
Reflektor DAPI betrachtet, um herauszufinden, in welchem Gebiet sich Zellansammlungen be-
finden. AnschlieBend wurden die drei weiteren Reflektoren Cy5, DsRed und FITC dariiberge-
legt, sodass ein Uberblick iiber die verschiedenen immigrierten Zellarten gewonnen werden
konnte. Intrarenale B-Zell- und T-Zell-Zonen wurden als dichte Ansammlung aus vorwiegend

einer Zellart von einer Mindestgréfle von 20 Zellen/0.004 mm? definiert.
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Reflektoren spezifische Zellfirbung erscheinende Farbe
DAPI Zellkernfarbung blau
Cy5 CD3* pink
DsRed CD20* gelb
FITC Ki67* griin

Tabelle 13: Ubersicht iiber die verwendeten fluoreszierenden Fiarbemittel und die dadurch sichtbar wer-
denden Zellbestandteile bzw. -arten

Abbildung 8: Beispiel zur Veranschaulichung der Farbungen, 20-facher Zoom

AnschlieBend wurden die Fotos mittels der Software Histoquest (TissueGnostics GmbH, Wien,
Osterreich) ausgewertet. Zu Beginn der Auswertung wurden hierfiir Farbtone fiir die einzelnen
Marker CD3", CD20* und Ki67* festgelegt. Um das umgebende Parenchym, jenseits der Zel-
lansammlung innerhalb des Nierenrindengewebes, bestehend aus Tubuli, Arteriolen, Venolen
und Glomeruli (vgl. Abbildung 8) von der Auswertung bzw. Zellzéhlung auszuschlieBen, wur-
den ,,Regions of Interest™ (ROIs) gebildet. Histoquest erkennt die Himalaun-geférbten Zell-
kerne innerhalb dieser ROIs durch einen benutzerdefinierten Blauton. In Kombination mit der
als positiv eingestellten benutzerdefinierten Markerfarbung fiir die jeweiligen Zellarten konnte
das Programm so die Anzahl der jeweiligen Zellen innerhalb der ROIs wiedergeben. Im An-
schluss fand mithilfe von Histoquest eine Analyse und nachfolgend eine tabellarische Aufstel-
lung der Ergebnisse, die die Anzahl der verschiedenen Zellen pro mm?, bezogen auf die Ge-

sichtsfeldflache, widerspiegelte, statt. Die GroBe der Gesichtsfelder variierte zwischen 0,8 und
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4,2 mm?, sodass im Anschluss eine Normierung der Zellzahlen pro mm? durchgefiihrt wurde.
Analog wurden aus dem zweiten Datensatz die Zellen pro mm? bezogen auf die Infiltratflichen

errechnet. Die Infiltratflichen variierten zwischen 0,01 — 1,03 mm?.

2.4.2 Manuelle Auswertung

Da es durch das Programm HistoQuest nicht mdglich war, doppelt positiv angefarbte Zellen
auszuzdhlen, wurden die Zellen, welche zugleich CD3* und Ki67* bzw. CD20* und Ki67" wa-
ren, manuell analysiert. Die Anzahl dieser proliferierenden T- und B-Lymphozyten wurde an-
hand der Infiltratbilder ausgezihlt. Hierbei handelte es sich um die Bilder, die auch zur soft-
warebasierten Auswertung herangezogen wurden. In wenigen Féllen war keine eindeutige Zu-

ordnung moglich.

2.4.3 Statistische Auswertung

Die statistischen Parameter der CD3*, CD20" bzw. Ki67" Zellen wurden anhand der von His-
toQuest ermittelten Anzahl der jeweiligen Zellzahlen berechnet. Dabei wurden die positiven
Zellen pro Gesichtsfeld erfasst. Fiir doppelt positive Zellen, sprich CD3*Ki67* proliferierende
T-Lymphozyten bzw. CD20*Ki67* proliferierende B-Lymphozyten, wurden in einem zweiten
Datensatz die ermittelten Werte der manuellen Auswertung herangezogen. Zur statistischen
Auswertung und Darstellung der erhobenen Daten wurden die Mittelwerte und Standardfehler
mit dem Programm Microsoft Excel berechnet. Die Angabe der Daten erfolgt im Folgenden in
MW + SEM. Um die Signifikanz der miteinander verglichenen Gruppen zu beurteilen wurde
ein studentischer T-Test durchgefiihrt. Als statistisch signifikant gelten p-Werte < 0,05 (Irr-

tumswahrscheinlichkeit).

2.4.4 Histopathologische Betrachtung

Durch Frau Prof. Dr. Kerstin Amann aus der Abteilung fiir Pathologie des Universitétsklini-
kums Erlangen erfolgte die histopathologische Betrachtung der angefertigten Schnitte. Durch

sie konnte eine Einordnung anhand der BANFF-Klassifikation erfolgen.
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3 Ergebnisse

In den folgenden Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchung der Nierentransplan-
tate werden alle Angaben als Mittelwert der Anzahl der jeweils nachgewiesenen Zellen + Stan-
dardfehler (MW + SEM) getitigt. Wie bereits unter 2.4.3 beschrieben, gelten Werte fiir p<0,05
als statistisch signifikant. Eine weitere Abstufung erfolgt gemidl * p<0,05, **p<0,01,
*#%p<0,001. Im jeweils ersten Teil der Unterpunkte wird die Anzahl der jeweiligen Zellen an-
hand der Gesichtsfelder dargestellt. Im zweiten Teil wird die Anzahl der Zellen anhand der
Infiltrate prisentiert. Hierbei werden lediglich Vergleiche mit signifikanten Unterschieden aus-
fithrlicher behandelt. Zum Ende der ersten drei Abschnitte findet sich je eine Tabelle mit einer

Zusammenschau der Ergebnisse.

3.1 T-Lymphozyten — CD3*

3.1.1 T-Lymphozyten anhand der Gesichtsfelder
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Abbildung 9: Anzahl CD3* Zellen im Vergleich - in Bezug auf GFs (in mm?)
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d28: NR vs. CR

Der Vergleich der angegebenen Untergruppen verdeutlicht, dass durch die alternierende Gabe
von CyA deutlich hohere Zahlen der T-Lymphozyten zu beobachten waren (296,9 + 104,0 vs.
1718,5 £ 322,2). Dieser Unterschied war mit p=0,003 statistisch signifikant.

d28: NR vs. CR + AK

Beim Vergleich der genannten Gruppen ergaben sich hoch signifikante Unterschiede (296,9 +
104,0 vs. 1774,3 + 114,5; p=0,000005).

d28: CRvs. CR + AK

Die Zugabe des Antikorpers im Vergleich zur alleinigen CyA-Gabe bot nur einen sehr geringen
Unterschied der Anzahl der T-Lymphozyten, welcher keine statistische Relevanz aufwies

(1718,5 + 104,0 vs. 1774,3 £114.5; p=0,884).

d28: CR vs. CR +ISO-AK

Der Zusatz des nicht spezifisch bindenden ISO-AK hatte im Rahmen des Experiments keine
signifikante Wirkung auf die T-Lymphozyten-Anzahl im Vergleich zur alleinigen Gabe von
Smg CyA alternierend (1718,5 + 322,2 vs. 1606,9 +138,5; p=0,813).

d56: NR vs. CR

An Tag 56 zeigte sich die Auswirkung der kontinuierlich fortgesetzten Vollimmunsuppression
im Vergleich zur chronischen Unterimmunsuppression in deutlich ausgeprégter Art und Weise.
Dies konnte durch die Werte 152,7 + 60,2 vs. 1447,9 + 127,3 verdeutlicht werden. Diese sind
mit einem Wert fiir p<0,05 signifikant (p=0,00002).

d56: NR vs. CR + AK

Der Vergleich der T-Zellzahl von NR mit CR + AK an Tag 56 zeigte weiter einen signifikanter
Unterscheid (152,7 + 60,2 vs. 880,8 + 165,4; p=0,007).
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d56: CR vs. CR+A

Dahingegen bestand an Tag 56 ein signifikanter Abfall der T-Lymphozyten Zahl bei der Be-

trachtung von CyA 5mg alternierend ohne vs. mit Antikdrpergabe (1447,9 + 127,3 vs. 880,8 +

165,4; p=0,03).

In der folgenden Tabelle wird eine Ubersicht iiber die einzelnen Gruppen, deren Mittelwerte

und Standardfehler gegeben:

Vergleiche anhand GF | MW + SEM p-Wert
NR vs. CR 296,9 £ 104,0 vs. 1718,5 £ 322,2 0,003**
CR vs. CR + AK 1718,5 £322,2 vs. 1774,3 £ 114,5 0,885

d28 CR vs. CR +1SO-AK 1718,5 £322,2 vs. 1606,9 + 138,5 0,813
NR vs. CR + AK 296,9 £ 104,0 vs. 1774,3 £ 114,5 0,000005***
NR vs. CR 152,7+ 60,2 vs. 1447,9 £ 127,3 0,00002°%**
CR vs. CR + AK 1447,9 £ 127,3 vs. 880,8 = 165,4 0,032*

6 NR vs. CR + AK 152,7 + 60,2 vs. 880,8 + 165,4 0,007 **

Tabelle 14: Zusammenfassung CD3* Zellen. Vergleiche anhand der GF-Fléchen
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3.1.2 T-Lymphozyten anhand der Infiltrate
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Abbildung 10: Anzahl CD3* Zellen im Vergleich - in Bezug auf die Infiltratfliche (in mm?)

Anders als bei der Auswertung der immigrierenden T-Lymphozyten anhand der Gesichtsfelder
zeigte lediglich der Vergleich der folgenden Gruppen einen signifikanten Unterschied.

d28: CR vs. CR + AK

Bei der Betrachtung der Infiltratflichen zeigte die Antikdrpergabe an Tag 28 einen signifikan-
ten Unterschied zur alleinigen Gabe von CyA, (4044,0 + 68,8 vs. 4572,6 £ 79,6; p=0,001). Der
Antikorper konnte hier folglich nicht herabregulierend auf die Anzahl der T-Lymphozyten ein-

wirken.

d56: CR vs. CR + AK

Der gleiche Sachverhalt zeigte sich an d56. Es bestand ein statistischer Zusammenhang (3775,6
+ 94,9 vs. 4634,6 = 154,7; p=0,001).
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Vergleiche anhand Infiltrate | MW £ SEM p-Wert
NR vs. CR 2884,7 £ 852,5 vs. 4044,0 + 68,8 0,244
CRvs. CR + AK 4044,0 + 68,8 vs. 4572,6 = 79,6 0,001**
d28 | CRvs. CR +ISO-AK 4044,0 + 68,8 vs. 4016,2 + 192,9 0,892
NR vs. CR + AK 2884,7 + 852,5 vs. 4572,6 £ 79,6 0,102
NR vs. CR 2963,7 +£1166,4 vs. 3775,6 £ 94,9 | 0,509
456 CRvs. CR + AK 3775,6 +£ 94,9 vs. 4634,6 = 154,7 0,001%**
5
NR vs. CR + AK 2963,7 £ 1166,4 vs. 4634,6 = 154,7 | 0,194
Tabelle 15: Zusammenfassung CD3* Zellen, Vergleiche anhand von Infiltraten
3.2 B-Lymphozyten - CD20"
3.2.1 B-Lymphozyten anhand der Gesichtsfelder
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Abbildung 11: Anzahl CD20* Zellen im Vergleich - in Bezug auf GFs (in mm?)
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d28: NR vs. CR

Beim Vergleich der Anzahl der immigrierenden B-Lymphozyten an Tag 28 einerseits unter der
Therapie mit 10mg CyA (NR) und andererseits unter der alternierenden Gabe von CyA (CR),
ergaben sich folgende Werte: 156,3 + 72,1 vs. 1558,3 + 471,6. Dieser Unterschied war mit
einem Wert von p=0,022 signifikant.

d28: NR vs. CR + AK

Die Antikdrpergabe zeigte an Tag 28 keinen reduzierenden Einfluss auf die Anzahl der immi-
grierten B-Lymphozyten im Vergleich zur Standardimmunsuppression. Beim Vergleich der ge-
nannten Gruppen ergaben sich signifikante Unterschiede (156,3 = 72,1 vs. 1398,8 + 374.8;
p=0,014).

d28: CR vs. CR + AK

An Tag 28 wurde keine ausgepriagte Wirkung des Antikorpers gegeniiber der alleinigen alter-
nierenden CyA-Gabe beobachtet (1558,3 +471,6 vs. 1398,8 + 374.8; p=0,813).

d28: CR vs. CR +ISO-AK

Der Zusatz des nicht spezifisch bindenden ISO-AKs zeigte keine signifikante Wirkung auf die
B-Lymphozyten-Anzahl im Vergleich zur alleinigen Gabe von 5Smg CyA alternierend (1558,3
+471,6 vs. 2619,5 + 651,6; p=0,230).

d56: NR vs. CR

Die B-Zellzahlen der beschriebenen Untergruppen standen an d56 in einem statistischen Zu-
sammenhang (135,1 + 70,2 vs. 1540,2 + 262,8; p=0,001). In der Gruppe NR d56 fiel eine deut-
lich niedrigere B-Zellzahl im Vergleich mit CR d56 auf.

d56: NR vs. CR + AK

An Tag 56 bestand kein signifikanter Unterscheid zwischen den Gruppen NR und CR + AK
(135,1 £70,2 vs. 541,0 + 255,9; p=0,233).
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d56: CR vs. CR + AK

Dahingegen zeigte sich an d56 ein signifikanter Unterschied der B-Lymphozytenzahl beim
Vergleich von CR + CR+AK (1540,2 + 262,8 vs. 541,0 + 255,9; p=0,032). Durch die zusitzli-

chen Verwendung des anti-BAFF-AKSs konnte eine signifikant niedrigere Zahl von CD20" B-

Lymphozyten ermittelt werden.

Vergleiche anhand GF | MW + SEM p-Wert
NR vs. CR 156,3 £ 72,1 vs. 1558,3 £471,6 0,022*
CR vs. CR + AK 1558,3 £471,6 vs. 1398,8 + 374,8 0,813
d28 CR vs. CR +1ISO-AK 1558,3 £471,6 vs. 2619,5 £ 651,6 0,230
NR vs. CR + AK 156,3 £ 72,1 vs. 1398,8 + 374,8 0,230
NR vs. CR 135,1 £70,2 vs. 1540,2 + 262,8 0,001*
CR vs. CR + AK 1540,2 £ 262,8 vs. 541,0 £ 2559 0,032*
6 NR vs. CR + AK 135,1 £ 70,2 vs. 541,0 + 255,9 0,233

Tabelle 16: Zusammenfassung CD20" Zellen, Vergleiche anhand der GF-Flachen
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3.2.2 B-Lymphozyten anhand der Infiltrate
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Abbildung 12: Anzahl CD20* Zellen im Vergleich - in Bezug auf die Infiltratfléche (in mm?)

d28: NR vs. CR

Auch anhand der Infiltratflichen konnte ein statistischer Zusammenhang zwischen den Grup-

pen NR und CR an Tag 28 beobachtet werden (949,1 + 393,0 vs. 2264,3 + 327,1; p=0,04).

d28: CR vs. CR + AK

Der Einsatz des anti-BAFF-Antikorpers bewirkte an Tag 28 einen signifikanten Unterschied
der B-Zellzahl im Vergleich zur alleinigen CyA-Gabe (2264,3 + 327,1 vs. 530,3 £ 117,5;
p=0,001).

d56: NR vs. CR

Noch ausgeprigter zeigte sich die Signifikanz der B-Lymphozytenanzahl an Tag 56 bei der
Betrachtung von NR vs. CR (255,1 + 161,4 vs. 2464,6 + 383,5; p=0,001).
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d56: CR vs. CR + AK

Ebenso wie an Tag 28 verhielt sich die B-Zellzahl der betrachteten Gruppen an Tag 56. Es lag
eine statistische Signifikanz vor (2464,6 + 383,5 vs. 557,7 + 62,8; p=0,001).

Vergleiche anhand Infiltrate | MW = SEM p-Wert
NR vs. CR 949,1 £ 393,0 vs. 2264,3 £ 327,1 0,040*
CRvs.CR + AK 2264,3 £327,1 vs. 530,3 £ 117,5 0,001 **
d28 | CRvs. CR +1SO-AK 2264,3 £327,1 vs. 2274,2 £ 246,6 0,984
NR vs. CR + AK 949,1 +£393,0 vs. 530,3 £ 117,5 0,373
NR vs. CR 255,1 £ 161,4 vs. 2464,6 + 383,5 0,001 **
CRvs.CR + AK 2464,6 = 383,5 vs. 557,7+ 62,8 0,001 **
6 NR vs. CR + AK 255,1 £161,4 vs. 557,7 £ 62,8 0,126

Tabelle 17: Zusammenfassung CD20" Zellen, Vergleiche anhand von Infiltraten
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3.3 Proliferierende Zellen — Ki67*

3.3.1 Proliferierende Zellen anhand der Gesichtsfelder

In Abbildung 13 ist die jeweilige Anzahl an Ki67* proliferierenden Zellen der Gruppen darge-

stellt. Es wird nicht zwischen proliferierenden B- und T-Lymphozyten differenziert. Diese Aus-

wertung ist unter 3.3.3 zu finden.
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Abbildung 13: Anzahl Ki67* Zellen im Vergleich - in Bezug auf GFs (in mm?)

d28: NR vs. CR

Der Vergleich der Anzahl Ki67*-Zellen unter standardmaBiger Immunsuppression mit der al-

ternierenden Gabe einer geringeren Dosis Cyclosporin A an Tag 28 ergab einen signifikanten

Unterschied von p=0,006 (25,1 + 8,8 vs. 217,4 + 49.9).
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d28: NR vs. CR + AK

Bei den angegebenen Gruppen wird ersichtlich, dass durch die Vollimmunsuppression in NR
signifikant weniger proliferierende Zellen im Vergleich zur alternierenden Gabe von Smg CyA

+ Antikdrpergabe Belimumab gezihlt wurden (25,1 + 8,8 vs. 166,1 = 20,2; p=0,0001).

d28: CRvs. CR + AK

Durch den Einsatz des Anti-BAFF-Antikorpers wurde an Tag 28 eine geringere Anzahl an
proliferierenden Zellen im Vergleich zur Therapie ohne AK ermittelt (217,4 49,9 vs. 166,1 £+
20,2). Mit p=0,405 bestand keine statistische Relevanz.

d28: CR vs. CR +ISO-AK

Ebenso wurde durch den Einsatz des ISO-AK an d28 keine statistisch signifikante Reduktion
der Anzahl proliferierender Zellen gemessen (217,4 + 49,9 vs. 183,0 = 27,8; p=0,650).

d56: NR vs. CR

Die Anzahl der proliferierenden Zellen war in der Gruppe CR d56 im Vergleich zu NR d56
sechsmal so hoch. Dies zeigte eine statistische Signifikanz (22,4 + 7,5 vs. 141,0 = 21,0;
p=0,001).

d56: NR vs. CR + AK

An Tag 56 konnte analog zu Tag 28 beobachtet werden, dass die Vollimmunsuppression mit
einer geringeren Anzahl an proliferierenden Zellen im Vergleich zur alternierenden Gabe +
Antikorper einherging. Eine statistische Signifikanz war hier jedoch nicht gegeben (22,4 + 7,5
vs. 96,2 + 31,2; p=0,087).

d56: CR vs. CR + AK

Wurde die Gruppe CR an Tag 56 mit der zusdtzlichen Gabe des Antikdrpers in CR + AK ver-
glichen, ergaben sich folgende Werte, die keinen statistischen Zusammenhang zeigten: 141,0 +

21,0 vs. 96,2 +£31,2; p=0,302.
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Vergleiche anhand GF MW + SEM p-Wert
NR vs. CR 25,1 £8,8vs.217,4+49,9 0,006**
CR vs. CR + AK 217,4 £ 49,9 vs. 166,1 + 20,2 0,405
d28 CR vs. CR +ISO-AK 217,4 +£49,9 vs. 183,0 +£ 27,8 0,302
NR vs. CR + AK 25,1 £8,8 vs. 166,1 £ 20,2 0,087
NR vs. CR 224 +7,5vs. 141,0£21,0 0,001 ***
CR vs. CR + AK 141,0 £ 21,0 vs. 96,2 + 31,2 0,0001***
ds6
NR vs. CR + AK 224 +7,5vs. 96,2+ 31,2 0,650
Tabelle 18: Zusammenfassung Ki67+ Zellen, Vergleiche anhand der GF-Fliachen
3.3.2 Proliferierende Zellen Ki67* anhand der Infiltrate
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Abbildung 14: Anzahl Ki67* Zellen im Vergleich - in Bezug auf die Infiltratflache (in mm?)
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d28: NR vs. CR

Beim Vergleich der angegebenen Gruppen zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied

der Zellzahl mit p=0,004; (207,5 + 82,1 vs. 599,0 £ 55,5).

d28: NR vs. CR + AK

Ahnlich war es beim Vergleich der Gruppe der Vollimmunsupprimierten und derer, die eine

alternierende Immunsuppression plus anti-BAFF-AK erhalten hatten (207,5 + 82,1 vs. 519,6 +
36,6; p=0,009).

Vergleiche anhand Infiltrate | MW = SEM p-Wert
NR vs. CR 207,5 £ 82,1 vs. 599,0 + 55,5 0,004**
CRvs.CR + AK 599,0 £ 55,5 vs. 519,6 + 36,6 0,301
d28 | CRvs. CR +ISO-AK 599,0 £ 55,5 vs. 495,7 + 34,2 0,244
NR vs. CR + AK 207,5 £82,1 vs. 519,6 + 36,6 0,009%**
NR vs. CR 315,1 £139,6 vs. 451,9 £ 23,0 0,365
CRvs.CR + AK 451,9 £23,0 vs. 440,7 £ 12,6 0,706
e NR vs. CR + AK 315,1 £ 139,6 vs. 440,7 £ 12,6 0,398

Tabelle 19: Zusammenfassung Ki67* Zellen, Vergleich anhand von Infiltraten
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3.3.3 Proliferierende T- und B-Lymphozyten

Durch eine manuelle Auszdhlung der proliferierenden Ki67Zellen konnten diese anhand ihrer
lymphozytéren Orientierung weiter differenziert werden. Die ndhere Ausfiihrung dazu findet

sich unter 4.2 in der Diskussion.
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Abbildung 15: Anzahl proliferierender T- und B-Lymphozyten

In Abbildung 15 ist die Anzahl proliferierender T- und B-Lymphozyten schematisch darge-
stellt. Es wird deutlich, dass der Grofiteil der proliferierenden Zellen durch Ki67*CD3*T-Lym-
phozyten (grau) reprisentiert wird. Daraus ist zu schlie8en, dass in unserem Projekt eine ver-
mehrte T-Lymphozytenproliferation im Vergleich zur B-Lymphozytenproliferation beobachtet
werden konnte. An d28 war unter Standardimmunsupression, in Gruppe NR d28 dargestellt,

fast keine, und an d56 unter den besagten Umstidnden keine B-Zell-Proliferation nachzuweisen.

Auf Grundlage der erhobenen Daten konnte der unter 3.3.4 ausgefiihrte Proliferationsindex be-

rechnet werden.
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3.3.4 Proliferationsindex

Der Proliferationsindex wird wie folgt berechnet:

CD3% Kie7*

Proliferationsindex T-Lymphozyten (PiT) = D3

S . CD20%* Ki67™
Proliferationsindex B-Lymphozyten (PiB) = —

CD20*
Gruppe PiT (%) PiB (%)
NR 4,2 0,5
CR 6,3 3,0
d28
CR + AK 5,8 4,7
CR +ISO-AK 6,5 2,7
NR 8,5 0,0
ds6 CR 5,2 2,2
CR + AK 6,0 3,0

Tabelle 20: Proliferationsindex anhand von Infiltraten, Darstellung der Mittelwerte

Der Proliferationsindex wurde analysiert, um zu verdeutlichen, inwiefern die verschiedenen
Therapieprotokolle einen Einfluss auf die Zellproliferation der CD3*-T- und CD20*-B-Lym-
phozyten nehmen. So berechnet sich der Proliferationsindex der T-Lymphozyten bspw. nach
der oben beschriebenen Formel mittels der Anzahl der doppelt positiven CD3*Ki67* Zellen
gemessen an den ausgezihlten CD3* Zellen innerhalb der zuvor beschriebenen Infiltrate. Da
das Programm Histoquest es nicht ermdglichte doppelt positive Zellen auszuzihlen, erfolgte

dies manuell.

Auf den ersten Blick fiel auf, dass die T-Lymphozyten in allen Gruppen einen hoheren prozen-

tualen Anteil proliferativ aktiver Zellen im Vergleich zu den B-Lymphozyten aufwiesen.
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Betrachtet man die Proliferation der CD3*-T-Zellen an d28, so wird deutlich, dass in der Gruppe
NR weniger proliferative T-Lymphozyten als in den verbleibenden drei Gruppen (CR, CR +
AK, CR +ISO-AK) zu finden sind (4,2 % vs. 6,3% (CR); 5,8% (CR + AK); 6,5% (CR + ISO-
AK)). Eine statistische Signifikanz mit p<0,05 zeigte sich sowohl beim Vergleich von NR mit
CR als auch mit CR + AK. Durch den Einsatz des anti-BAFF-AKs (CR + AK) wies im Ver-
gleich zur alleinigen alternierenden 5Smg CyA-Gabe (CR) ein geringerer Anteil der CD3*-T-
Zellen eine proliferative Aktivitit auf (6,3% (CR) vs. 5,8% (CR + AK)). Dieser Unterschied
war jedoch nicht von statistischer Relevanz (p=0,64). An Tag 56 war in der NR-Gruppe im
Vergleich zur CR- und CR + AK-Gruppe ein hoherer Anteil an proliferierenden T-Lymphozy-
ten zu sehen (8,5% (NR) vs. 5,2% (CR); 6,0% (CR + AK)). Hierbei bestand jedoch ebenfalls
kein signifikanter Unterschied. Durch den Einsatz des anti-BAFF-AKs konnte an d56, anders
als an d28, kein Effekt auf den Anteil der proliferierenden T-Lymphozyten an der Gesamtzahl
der CD3*Zellen erfasst werden (5,2% (CR) vs. 6,0% (CR + AK); p=0,33).

PiB:

Der prozentuale Anteil der proliferierenden B-Lymphozyten an den B-Zellen war in allen be-
trachteten Gruppen an d28 hoher als an d56. An Tag 28 war durch die Standardimmunsuppres-
sion in NR ein Anteil der proliferierenden B-Lymphozyten an den ausgezihlten B-Zellen der
Infiltrate von 0,5% festzustellen. Da an Tag 56 nach dem Therapieschema NR keine proliferie-
renden B-Lymphozyten vorlagen, war klar, dass der Anteil der proliferierenden B-Lymphozy-
ten an der Gesamtzahl der B-Lymphozyten nach dem Therapieschema CR und CR + AK im
Vergleich zu NR signifikant hoher ist (2,2% & 3,0% vs. 0,0%; p (CR vs. NR) <0,001; p (CR +
AK vs. NR) =0,02). Der Einsatz des Anti-BAFF-AKs zeigte im Vergleich zur alleinigen alter-
nierenden CyA-Gabe in der Dosierung 5mg/kg KG keinen modulierenden Effekt auf die
Proliferation der B-Lymphozyten (4,7% vs. 3,0%). Es bestand mit p=0,33 kein statistischer

Zusammenhang zwischen diesen Parametern.

3.3.5 Proliferation und BANFF-Klassifikation

Geht eine hohere Anzahl an proliferierenden Zellen, sowie eine hohere Proliferationsrate der

T- und B-Lymphozyten mit einer entsprechenden Kategorie der BANFF-Klassifikation einher?
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Im folgenden Schritt konnte ein Abgleich der Anzahl proliferativ aktiver Zellen, sowie dem
Proliferationsindex mit der histopathologisch festgestellten AbstoBungskategorie anhand der
BANFF-Klassifikation stattfinden. Hierfiir wurden durch Frau Prof. Kerstin Amann am Uni-
versitdtsklinikum Erlangen in Abteilung fiir Pathologie die besagten Schnitte in die BANFF-

Klassifikation eingeteilt.

Es wurde ersichtlich, dass in den Gruppen NR d28 und d56, in denen die Versuchstiere die
Standardimmunsuppression erhalten hatten, weder eine zelluldre noch eine humorale Absto-
Bungsreaktion stattfand. Dahingegen war in der Gruppe CR d28 eine akute zelluldre T-Zell-
vermittelte AbstoBung BANFF 4IA, bzw. Borderline sichtbar. In CR d56 lag die Gewichtung
auf der Borderline-AbstoBung, in einem Préparat der Gruppe konnte ebenfalls die Kategorie
BANFF 4IA nachgewiesen werden. In der Gruppe CR + AK d28 war vornehmlich 41A, bis auf
eine Ausnahme von 4IB, zu verzeichnen. Dahingegen war an d56 in CR + AK in vier der sechs
untersuchten Priparate keine AbstoBung sichtbar. Zwei Prédparate entsprachen den BANFF-

Gruppen 41A bzw. 411B.

Versuchs- in % I uned By mnhoeyten Histopathologischer
gruppe Befund nach BANFF
PiT PiB CD3'Ki67 | CD20'Ki67*
NR d28 4,2 0,5 19,3 1,7 0
CR d28 6,3 3,0 152,7 40,3 41A bzw. Borderline
CR+AK d28 | 5.8 4,7 160,5 13,3 41A bzw. 41B
NR d56 8,5 0,0 5,8 0 0
.B li .
CR d56 52 22 772 21.8 0 bzw. Borderline bzw
41A
4/6: 0
2/6: 41A und 41IB mit
CR +AK d56 | 6,0 3,0 61,7 6,5 V.a. chronisch aktive
und akute humorale
Rejektion

Tabelle 21: Proliferative Aktivitdt und histopathologische Einordnung anhand der BANFF-Klassifika-
tion
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die folgende Abbildung 16 dient der Ubersicht der erzielten Ergebnisse. In Grau ist die Anzahl
der Zellen anhand der Gesichtsfelder und in Blau anhand der Infiltrate dargestellt. Hierbei ent-
spricht die GroBe des jeweiligen Zylinders der Anzahl der Zellen. Je nach Zellart wurde hierbei
ein anderer Mafstab gewihlt. Die Zusammenhinge sind lediglich als Vergleich innerhalb der
jeweiligen Zeile zu verstehen. Z.B. sind an d28 sowohl bei der Betrachtung der Gesichtsfelder
als auch der Infiltrate weniger CD3* T-Lymphozyten in der Gruppe NR als in der Gruppe CR

vermessen worden.
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Abbildung 16: Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse
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3.5 Organisation der immigrierenden Zellen

Ein weiterer Aspekt, der im Rahmen dieser Arbeit behandelt wurde, war die Art der Anordnung
der immigrierenden Zellen im transplantierten Gewebe. Es war zu priifen, ob eine strukturierte,

wiederkehrende Organisation zu erkennen ist.

Abbildung 17: Beispielbilder zur Darstellung der Anordnung immigrierter Zellen. Aus der Gruppe CR
dse6

In Abbildung 17 wird deutlich, dass sich die in den interstitiellen Raum immigrierten Zellen
nach einer bestimmten Struktur anordnen. Der interstitielle Raum ist in der Nierenrinde, sowie
medulldr zwischen den Glomeruli, Tubuli und Gefdllen gelegen. Die Anordnung immigrierter
Zellen wird als Infiltrat bezeichnet. Zu sehen war, dass im Zentrum der abgebildeten Infiltrate
vornehmlich B-Lymphozyten, welche anhand der gelben CD20 Féarbung verifizierbar sind, zu
sehen waren. Diese sind zirkuldr von T-Lymphozyten, welche durch die rosa CD3 Férbung in
Erscheinung treten, umgeben. Im rechten Bild der Abbildung 17 ist eine Zellansammlung im
interstitiellen Raum zu sehen, welche sich ebenfalls durch eine zentrale Ansammlung von B-
Lymphozyten auszeichnet. Diese weisen allerdings zusitzlich eine proliferative Aktivitét, wel-
che durch die griine Anfarbung mit Ki67 dargestellt ist, auf. Hierbei handelt es sich um ein
sogenanntes Keimzentrum innerhalb eines TLO. Dies spiegelt sich in einem dichten Nukleus
aus Ki67* proliferierenden Zellen in einer CD20* B-Zell-Zone wider. In den untersuchten
Schnitten waren nur wenige dieser Art zu finden. In der Gruppe CR d56, aus der die Bilder der

Abbildung 17 stammen, waren jedoch einzelne Keimzentren zu vermerken.

Bei der Auswertung der immunhistochemisch behandelten Bilder wurde deutlich, dass in den
Gruppen mit 10 mg CyA sowohl an Tag 28 als auch an Tag 56 kaum immigrierte Zellen im

Bereich der Nierenrinde zu finden waren. Dahingegen zeigten sich zahlreiche Infiltrate unter
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der alternierenden Therapie mit 5 mg CyA. Die Anzahl an Infiltraten war zudem an Tag 56
deutlich hoher als an Tag 28. Wurden die Versuchstiere zusétzlich zu 5 mg CyA alternierend
mit dem anti-BAFF-AK Belimumab behandelt, konnten allerdings keine TLOs detektiert wer-
den. Weder an d28 noch an d56. Die Zugabe des ISO-AKs an d28 verhinderte erwartungsgeméf
nicht das Auftreten von Infiltraten, wenngleich quantitativ wenige Infiltrate, welche als TLOs
gewertet werden konnten, zu finden waren. An d56 waren mehr TLOs in der Gruppe CR im
Vergleich zu NR zu erkennen. Die Anzahl der TLOs in CR + AK war hingegen geringer als die
in NR.

Organisation d28

NR

Abbildung 18: Beispielhafte Darstellung der Anordnung immigrierter Zellen anhand der Préparate von
d28

In der vorliegenden Abbildung 18 wurden Bilder ausgewihlt, welche moglichst das zelluldre

Erscheinungsbild der jeweiligen Gruppe reprisentierten. So wurde beispielsweise an d28 sicht-
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bar, dass in den Gruppen NR und CR+AK d28 eine relativ lockere Zellansammlung im intersti-
tiellen Raum der Nierenrinde nachzuweisen war. Zudem fiel auf, dass es sich bei den Zellen
vornehmlich um T-Lymphozyten handelte. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen, die in
der Zusammenschau in Abbildung 16 dargestellt wurden. In den Gruppen CR und CR+ISO-
AK fiel hingegen eine hohere Dichte an immigrierten Zellen im Bereich der Nierenrinde auf.
AuBerdem war bei der genaueren Betrachtung von CR d28 die Abgrenzung zwischen einer B-
Zellzone (gelb angefdarbte CD20"B-Lymphozyten) und einer T-Zellzone (rosa angeférbte
CD3*T-Lymphozyten) zu erkennen. Wie unter Tertidr lymphatische Organe (TLOs) in der Ein-

leitung beschrieben ist daher von einer TLO-Formation der immigrierenden Zellen auszugehen.

Organisation d56

Abbildung 19: Beispielhafte Darstellung der Anordnung immigrierter Zellen anhand der Préparate von
dse6

An d56 konnte ebenfalls in der Gruppe CR d56 eine zentrale B-Zellansammlung, zirkulédr von einer T-
Zellzone umgeben, beobachtet werden. Die sich zentral findenden B-Lymphozyten wiesen allerdings

zusétzlich eine proliferative Aktivitét, welche durch die additive griine Anférbung mit Ki67* dargestellt
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werden konnte, auf. Hierbei handelte es sich um ein sog. Keimzentrum innerhalb eines TLO. Keimzen-
tren konnten in den untersuchten Schnitten v.a. in der Gruppe CR d56 gesichtet werden. Hier fand auf-
grund einer alternierenden CyA-Gabe keine addquate Immunsuppression statt. Somit konnte die Entste-

hung von TLOs gefordert werden.
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4 Diskussion

In der Transplantationsmedizin lag der Fokus lange Zeit auf der Suche nach Therapieansitzen
zur Einddmmung der T-Lymphozyten im Rahmen der TransplantatabstoBung. Aufgrund der
Dominanz von ABMR hinsichtlich der chronisch-aktiven AbstoBung und dem damit einherge-
henden Transplantatversagen, bei gleichzeitig fehlenden therapeutischen Ansétzen, steht der-
zeit vor allem die Beeinflussung der B-Lymphozyten-Funktion, respektive deren Aktivierung,
im Mittelpunkt der Forschung (115). Zu beachten bleibt jedoch, dass T-und B-Lymphozyten
voneinander abhéngig sind bzw. sich gegenseitig beeinflussen kdnnen (vgl. Einleitung Kapitel
1.2.2). Eine moglichst lange Transplantatiiberlebensdauer wird daher nur erreicht, wenn sowohl
die Immunantwort der T-, als auch der B-Lymphozyten und damit der wechselseitige ,,Cross-

talk* in ausreichendem Malf3e unterdriickt werden kann (116).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es durch ein experimentelles Design sowohl den Einfluss
der unterschiedlichen Therapiearten auf die Anzahl immigrierender Zellen in das Transplantat
zu analysieren als auch deren intrarenale Proliferation und Anordnung zu untersuchen. Dafir
wurde an insgesamt 39 Versuchstieren eine allogene Nierentransplantation durchgefiihrt.
Durch die unterschiedliche Therapieart und -dauer, der die Versuchstiere nach der Transplan-
tation ausgesetzt waren, war es moglich Riickschliisse auf die Wirksamkeit der verwendeten
immunsuppressiven Substanzen zu ziehen. Durch die Differenzierung der immigrierten prolife-
rierenden Zellen in proliferierende T-, sowie B-Lymphozyten konnte im Anschluss der Prolife-
rationsindex beschrieben werden. Als Referenzgruppe galt dabei die Gruppe NR (,,no rejec-
tion), in der die Versuchstiere eine Standardimmunsuppression mit ausreichender Menge an

CyA erhielten.

4.1 Beeinflussung immigrierender Zellen

Durch die unterschiedliche Therapieart und -dauer koénnen nun Riickschliisse auf die mogliche
Beteiligung der verschiedenen Zellarten an der AllograftabstoBung gezogen werden. Dariiber
hinaus ist eine Aussage beziiglich der Wirksamkeit des verwendeten Antikorpers innerhalb des

Projektes moglich.
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4.1.1 Einfluss Incompliance bzgl. CyA-Einnahme auf T- und B-Lymphozyten

Die immunologischen Eigenschaften der T-Lymphozyten im Rahmen der Allograftabsto3ung
wurden bereits unter 1.2 in der Einleitung vorgestellt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass durch die standardmiBige immunsuppressive Therapie (NR) sowohl an d28 als auch an
d56 signifikant weniger T-Lymphozyten im Vergleich zur alternierenden CyA-Gabe in redu-
zierter Dosis (CR) gezdhlt werden konnten (anhand GFs: d28: p=0,003; d56: p=0,00002). In
den Versuchen erhielten die Versuchstiere den Calcineurininhibitor Cyclosporin A. Cyclospo-
rin A wurde bereits 1972 durch Calne et al. als Immunsuppressivum nach Nierentransplantati-
onen erprobt (117). Seither wurde in zahlreichen Untersuchungen eine weitestgehend suffizi-
ente Therapie zur Reduktion der T-Zell-Immigration nach Nierentransplantation entwickelt.
Diese ist in den aktuellen Leitlinien der KDIGO wie unter 1.1.4 beschrieben aufgefiihrt. In den
aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Nephrologie (DGfN), welche durch die
Nierentransplantationszentren Nordrhein-Westfalen erarbeitet wurden, ist die Applikation von
Cyclosporin A als Calcineurininhibitor statt Tacrolimus z.B. im Falle einer ersten Nierentrans-
plantation, bei gutem HLA-Ubereinstimmen, einem Anteil Panel-reaktiver Antikdrper (PRA)
< 5%, dem Vorhandensein eines Diabetes mellitus oder einem Body-Mass-Index (BMI) > 30
kg/m? indiziert (118). In der vorliegenden Arbeit konnte, obwohl es sich um ein HLA-mismatch
Modell handelte, durch CyA eine adéquate T-Zellsuppression beobachtet werden. Webster et
al. filhrten 2005 eine Metaanalyse von 30 randomisierten Studien, die insgesamt 4102 Patien-
tlnnen einschlossen, durch. Dabei konnten sie zeigen, dass signifikant weniger PatientInnen,
die mit Tacrolimus anstatt CyA behandelt wurden, drei Monate nach Transplantation eine akute
TransplantatabstoBung aufwiesen (119). Sie zeigten somit, dass Tacrolimus Cyclosporin A bei
der Vermeidung einer AR iiberlegen ist. Im Allgemeinen scheint die Lebenserwartung der Pa-
tientlnnen und des Transplantats bei beiden Substanzen dhnlich zu sein (120-123). Die Ent-
scheidung, welcher Calcineurininhibitor (CNI) gewahlt wird, bleibt jedoch eine individuelle

Abwigung je nach Risikoprofil der zu behandelnden PatientInnen.

Halloran et al. legten anhand einer Studie, fiir die sie Nierenbiopsien im Zeitraum von 3 Tagen
bis 35 Jahren nach erfolgter Transplantation entnahmen, dar, dass T-Zell-vermittelte AbstoBun-
gen tendenziell zu frithen Zeitpunkten, wohingegen humoral vermittelte Abstoungen spiter,
sprich erst nach dem ersten Jahr nach Transplantation, auftraten (124). Dabei waren ABMR im
Gegensatz zu TCMR mit einem erh6hten Transplantatverlust assoziiert. Sie berichteten von der
iiberraschenden Erkenntnis, dass es nach 10,2 Jahren zu keiner TCMR-Aktivitdt mehr kam,

wohingegen ABMR weiterhin auftraten. Sie sprechen von einer Art ,,adaptivem Zustand®, in
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dem es nur noch zu ABMR kommt. Spite, reine ABMR konnen hierbei Ausdruck von Non-
Adhérenz sein. Ihre Hypothese ist, dass alle TransplantatempfangerInnen, die unter einer Lang-
zeitimmunsuppression stehen eine adaptive T-Zell-Toleranz entwickeln, und somit deren Mog-
lichkeit, eine TCMR gegen das Transplantat zu entwickeln, versiegt, wohingegen deren Mdg-
lichkeit einer anti-HLA-AK-Ausbildung, und der damit einhergehenden ABMR, erhalten bleibt
(124).

DSA sind mit der Entstehung einer TCMR, begleitet von einer ABMR und in der Folge mit
einem geringen Transplantatoutcome assoziiert. In einer Studie von Chittka et al. konnte beo-
bachtet werden, dass es innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation bei >70% der Patien-
tlnnen, bei denen DSA und TCMR nach erfolgter Nierentransplantation auftraten, und die im
Anschluss incompliant bzgl. der Therapie waren, zu einem Transplantatverlust bzw. einem dro-
henden Transplantatverlust kam. Dahingegen war bei PatientInnen, die adhdrent bzgl. der The-
rapie waren, ein vergleichbares Outcome zu Vergleichsgruppen, in denen PatientInnen entwe-
der eine TCMR oder DSA aufwiesen, zu vernehmen. Aufgrund der potenziellen Modifizierbar-
keit dieses Faktors betonen sie daher ebenfalls die Notwendigkeit PatientInnen mit Schulungen
und Beratungen zu erreichen, um das Langzeit-Outcome nach Nierentransplantationen zu ver-
bessern (125). So argumentierte auch der Arbeitskreis um El-Zoghby, dass zelluldr vermittelte
Abstoflungen innerhalb des ersten Jahres nach erfolgter Transplantation nicht der Immunsupp-
ression an sich, sondern eher der Incompliance der Patientlnnen bzgl. der Immunsuppressi-
vaeinnahme zuzuschreiben sind (126). Das Problem der fehlenden Therapieadhérenz liegt in
der spiten klinischen Manifestation. Der Hauptrisikofaktor fiir Incompliance ist junges Alter.
Methoden, die die Therapieadhdrenz messen, wie bspw. das Tablettenzéhlen, Fragebdgen, Pa-
tiententagebiicher, sowie willkiirliche Bestimmungen von Immunsuppressivaspiegeln im Blut,
konnen eine falsch hohe Adhirenz widerspiegeln (127). Nach Tong et al. sind folgende Fakto-
ren fiir eine Non-Adhérenz bzgl. der Medikamenteneinnahme nach Nierentransplantation von
Bedeutung: die Ablehnung der Therapie, Lebensereignisse, Vergesslichkeit, Nebenwirkungen,

Kosten, schwere Erreichbarkeit einer Apotheke (128).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit spiegeln diesen Sachverhalt ebenso wider. Die alter-
nierende CyA-Gabe fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der T-Lymphozytenzahl im Vergleich
zur Standardimmunsuppression in den NR-Gruppen. Es wurde ersichtlich, dass die fehlende
Adhérenz bzgl. der Immunsuppression bereits innerhalb der ersten zwei Monate nach Trans-
plantation zu einer vermehrten T-Zellimmigration in das Transplantat fiihrte. Bei der Betrach-

tung der Gesichtsfelder an d28 und d56 konnte zudem eine signifikant hohere Anzahl an B-
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Zellen in der Gruppe mit alternierender Immunsuppression (CR) verglichen mit der Gruppe der
Standardimmunsuppression (NR) gezédhlt werden (d28: p=0,02; d56: p=0,001). Dies unter-
streicht die zuvor getdtigte Aussage. Durch die inkonsequente CyA-Verabreichung konnte zu
beiden untersuchten Zeitpunkten auch eine héhere B-Lymphozytenzahl im Vergleich zur re-

gelméBigen Einnahme wahrgenommen werden.

4.1.2 Einfluss anti-BAFF-Antikorper Belimumab auf T- und B-Lymphozyten

Innerhalb dieser Arbeit war zu beobachten, dass es durch den Einsatz von Belimumab im Ver-
gleich zur Standardimmunsuppression sowohl an d28 als auch d56 zu einer signifikant (anhand
GFs: p<0,001) hoheren Anzahl an T-Lymphozyten kam. Im Vergleich zu CR d28 {ibte
Belimumab (in CR+AK) an d28 ebenfalls keinen hemmenden Einfluss auf die Anzahl der in
das Transplantat immigrierenden T-Lymphozyten aus. An d56 konnte bei der Betrachtung der
Gesichtsfeldfelder jedoch eine Reduktion der T-Lymphozyten in CR+AK d56 beobachtet wer-
den. Dies war von statistischer Signifikanz. Auffillig war, dass in der Gruppe CR + AK d56
bei der Betrachtung der Gesichtsfelder eine erniedrigte, bei der Auswertung der Infiltratflichen
hingegen eine erhohte CD3*T-Lymphozytenzahl gezéhlt werden konnte. Dieser Sachverhalt
lasst sich vermutlich durch die hohere Zelldichte innerhalb der Infiltrate im Vergleich zu den
Gesichtsfeldern erkldren. Es konnte somit kein eindeutiger Einfluss von Belimumab auf die
Anzahl immigrierender T-Lymphozyten beobachtet werden. Das ist in erster Linie durch die

spezifische Wirkung des anti-BAFF-Antikorpers auf die B-Lymphozyten zu erkléren.

Der unspezifisch bindende Iso-AK hatte im Vergleich zur alleinigen alternierenden CyA-Gabe

ebenfalls keinen Einfluss auf die Anzahl der immigrierenden T-Lymphozyten.

Dass B-Lymphozyten mafgeblich an der Entwicklung einer ABMR beteiligt sind, konnte be-
reits im Jahr 1993 durch die Arbeitsgruppe von Sawyer et. al. gezeigt werden. Sie kamen zu
der Erkenntnis, dass durch den alleinigen Einsatz von Cyclosporin A keine Suppression der

frithen Antikorperantwort erzielt werden kann (129).

Die Inflammation ist, wie in der Einleitung beschrieben, maf3geblich an der immunologischen
Antwort beteiligt. Diese spielt sowohl bei Infektionen und Malignomen als auch in der Trans-
plantationsmedizin eine Rolle. Die Inflammation wird durch Zytokine, Chemokine, etc. initi-
iert, sowie kontrolliert. Eines der wichtigsten Zytokine in der B-Lymphozyten Homdoostase und
deren Uberleben ist wie 0.g. der B-Zell-aktivierende Faktor BAFF. BAFF gehort zur Familie

der Tumornekrosefaktoren (TNF). Diesen Mechanismus macht man sich in einigen Bereichen
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der Medizin bereits zunutze, indem diese regulatorischen Proteine durch zielgerichtete Biolo-
gicals inhibiert werden. So nutzt man in der Therapie der rheumatoiden Arthritis beispielsweise
den TNF als Angriffspunkt (130,131). Beim Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) sind
die BAFF-Level, auch BLyS genannt, deutlich erh6ht. Sie werden durch die Verwendung des
anti-BAFF-Antikorpers Belimumab als Angriffspunkt zur Regulation der B-Zell-Aktivierung

genutzt.

Der Einsatz des anti-BAFF-Antikorpers fiihrte in dieser Arbeit sowohl bei der Betrachtung der
Gesichtsfelder als auch der Infiltrate zu einer deutlichen Reduktion der B-Lymphozyten im
Vergleich zur alleinigen alternierenden CyA-Gabe (CR d28 vs. CR+AK d28). An d56 war die-
ser Unterschied gemessen anhand der Gesichtsfelder von statistischer Relevanz (anhand GFs:
CR d56 vs. CR+AK d56: p=0,032). Anhand der Infiltratbetrachtung war dieser zu beiden Zeit-
punkten statistisch relevant (anhand Infiltrate: CR d28 vs. CR+AK d28: p=0,001; CR d56 vs.
CR+AK d56: p=0,001). Daraus konnte geschlossen werden, dass der anti-BAFF-AK
Belimumab, der bisher lediglich im Bereich der Rheumatologie zur Behandlung des Systemi-
schen Lupus Erythematodes eingesetzt wird, auch im Rahmen der AllograftabstoBung einen
modulierenden Effekt auf die Anzahl der immigrierenden B-Lymphozyten ausiiben kann. Auch
im Vergleich zur Standardimmunsuppression konnte an d28 eine Wirkung auf die Anzahl im-
migrierender CD20" B-Lymphozyten beobachtet werden. Der Einsatz des anti-BAFF-Antikor-
pers (CR+AK d28) ergab bei der Zellzahlung anhand von Infiltraten eine nicht signifikante
Reduktion der B-Zellzahl im Vergleich zu NR d28 (CR+AK d28 vs. NR d28; p=0,373). Da-
hingegen war die Anzahl immigrierter B-Lymphozyten in der Gruppe NR d28 im Vergleich zu
CR+AK d28 anhand der Gesichtsfelder signifikant kleiner (p=0,014). Auch hier sind die un-
terschiedlichen Ergebnisse der Gesichtsfeld- und Infiltratbetrachtung a.e. dadurch zu erkléren,
dass sich die B-Lymphozyten vornehmlich innerhalb von Infiltraten befanden. Beim Vergleich
der B-Lymphozytenzahl der Gruppen NR d56 und CR+AK d56 konnte durch die kontinuierli-
che CyA-Gabe in NR d56 eine deutlich niedrigere B-Lymphozytenzahl im Vergleich zu CR +
AK d56 beobachtet werden (anhand GFs: p=0,233). An d56 war dieser Sachverhalt auch bei
der Betrachtung der Infiltrate zu vernehmen. Auch hier war keine statistische Signifikanz nach-
weisbar (NR vs. CR+AK d56 anhand Infiltrate: p=0,126). So schien hier die alleinige Immun-
suppression mit CyA einen hoheren Effekt auf die Zahl der immigrierenden B-Lymphozyten

im Vergleich zur Anwendung des anti-BAFF-AKs zu haben.

Auch andere Forschungsgruppen untersuchten bereits den Einsatz von Belimumab im Bereich

der Nierentransplantation. Banham et al. verabreichten zwischen 2013 und 2015 PatientInnen
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im Rahmen von Nierentransplantationen zur erweiterten Induktionstherapie den anti-BAFF-
AK Belimumab. Hierbei konnte durch Belimumab im Vergleich zu Placebo keine signifikante
Reduktion der naiven B-Zellen erzielt werden. Sie kamen zu dem Schluss, dass Belimumab
zwar keinen mallgeblichen Benefit im Hinblick auf die Beeinflussung der naiven B-Zellen
bringt, dessen Einsatz jedoch auch keine zusdtzlichen Risiken bzgl. der Entwicklung einer op-

portunistischen Infektion birgt (110).

Furie et al. veroffentlichten im Jahr 2020 die ,,Belimumab International Study in Lupus Ne-
phritis (BLISS-LN)“ Studie (132), nachdem in den vorangegangenen Studien BLISS-52 und
BLISS-76 Patientlnnen mit akuter Lupus-Nephritis explizit ausgeschlossen waren (133,134).
Es handelt sich um eine randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studie, die einen
positiven Effekt von Belimumab bei PatientInnen mit aktiver Lupus-Nephrits zeigen konnte.
Die Wirksamkeit von Belimumab war bei PatientInnen mit proliferativer Lupus-Nephritis am
grofiten. Der positive Effekt duBerte sich in einer signifikanten Verstdrkung der renalen Ant-

wort im Vergleich zu Placebo. Zudem waren weniger Krankheitsschiiben zu vernehmen (132).

Auch bei Patientlnnen, die vom primdren Sjogren-Syndrom betroffen sind, wurden erhdhte
BAFF-Level im Serum festgestellt. Der Einsatz eines anti-BAFF-Rezeptor-AKs in Monothe-
rapie, gefolgt von einer anti-CD20-AK-Monotherapie mit Rituximab konnte zu einer langfris-
tigen Reduktion des Lymphomrisikos und des Auftretens von kryoglobulindmischen Vaskuli-
tiden fiihren. Zudem kam es zu einer anhaltenden Normalisierung der initialen B-Zellhyperak-

tivitdt, sowie zum Abschwellen der Speicheldriisen (135).

Innerhalb der Arbeitsgruppe Dr. Bergler am Universitdtsklinikum Regensburg konnte im Rah-
men einer Publikation gezeigt werden, dass durch die Applikation von Belimumab im Felde
der experimentellen allogenen Nierentransplantation eine geringere Expression von BAFF-Re-
zeptoren im Transplantat zu messen war (136). Belimumab steht fiir die Einleitung der
Apoptose, sowie die Reduktion der Differenzierung und Ausreifung von B-Zellen, wodurch die

Produktion von Plasmazellen verhindert wird (137,138).

Neben dem im vorliegenden Projekt verwendeten anti-BAFF-Antikorper wurden in zahlreichen
Arbeitsgruppen Erfahrungen mit dem Antikdrper Rituximab gesammelt (139,140). Genberg et
al. untersuchten die Auswirkungen einer einmaligen praoperativen Rituximabgabe, zusitzlich
zur Standardimmunsuppression, auf die B-Zell-Population im peripheren Blut, sowie im
Lymphknoten und Transplantat. Sie konnten beobachten, dass bei 88% der PatientInnen, die
Rituximab erhielten, eine vollstdndige Depletion der B-Lymphozyten im peripheren Blut er-

reicht werden konnte. Immunhistochemisch konnten keine B-Zellen im Nierengewebe mehr
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nachgewiesen werden (140). Die Arbeitsgruppe um Thaunat beschrieb ebenfalls eine addquate
B-Zell-Depletion im peripheren Blut. Sie sehen Rituximab als eine ,,potente therapeutische Op-
tion* im Kampf gegen die chronische Inflammation und die damit verbundene Ausbildung von
TLOs (141). Sie konnten jedoch zeigen, dass zahlreiche B-Lymphozyten in TLOs der durch

Rituximab induzierten Apoptose entkommen konnten.

Im Jahr 2003 wurde die ABMR erstmals mit in die BANFF-Klassifikation aufgenommen (142).
Lachmann et al. berichteten bereits 2009 iiber die Rolle von HLA-Antikorpern und DSA als
potentielle Biomarker fiir die chronische AbstoBung nach erfolgter Nierentransplantation
(143,144). Die Forschungsgruppe um ihn beobachtete ein deutlich reduziertes Langzeitorgan-
iiberleben nach Nierentransplantation, wenn dnDSA vorhanden waren. Bei DSA handelt es sich
um einen weit verbreiteten Surrogat-Marker der ABMR. Durch ihn werden jedoch lediglich 30
— 40 % der Patientlnnen mit ABMR erfasst (145). Gosset et al. zeigten, dass zirkulierende
DSAs, unabhingig davon, ob eine akute AbstoBung stattgefunden hat, verantwortlich fiir die

Fibrosierung des Transplantats sind (146,147).

Durch zunehmende Belege, dass akute und chronische AllograftabstoBungen auch nach Trans-
plantation HLA-identischer Geschwisterpaare auftreten konnen (148), wird deutlich, dass Im-
munreaktionen gegen non-HLA-AKs ebenfalls von hoher Bedeutung sind. Non-HLA-AKs
konnen als Auto- oder Alloantikdrper im Rahmen von Organtransplantationen auftreten. Sie
richten sich gegen diverse MHC-Antigene, GefdBrezeptoren, Adhdsionsmolekiile etc. und kon-
nen als komplementbindende und nichtkomplementbindende Antikérper fungieren. Dadurch
ist eine Vielzahl an Schiddigungsmustern zu beobachten (149). Zu non-HLA-Antigenen, die zu
einem Transplantatschaden fiihren, zdhlen u.a. Agrin, Vimentin, Perlecan, Angiotensin-II-Typ-
1-Rezeptor etc. (150). So geht das Vorhandensein von AT1-Rezeptor-Antikdrpern vor Trans-
plantation beispielsweise mit einem vermehrten Auftreten von DSA positiven ABMRs einher

(151).

Da der erste Beriihrungspunkt des Empféangerimmunsystems mit dem Transplantat das Gefa-
Bendothel darstellt, geht man davon aus, dass non-HLA-anti-Endothelzell-AKs (AECAs) eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese der Allograftrejektion einnehmen (152). Jackson et al.
konnten innerhalb ihres Projektes zeigen, dass AECAs zu einer Aktivierung des Gefi-
Bendothels, einer Verstirkung der Alloimmunreaktion und zu einer ausgepréigten mikrovasku-
laren Schadigung flihrten (152). Der Nachweis von AECAs vor Transplantation erhdht bei
Empfingern mit HLA-Sensibilisierung die Wahrscheinlichkeit diejenigen zu identifizieren, die

ein hoheres Risiko fiir eine AllotransplantatabstoSung haben.
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In der Literatur wurden unterschiedliche Aussagen bzgl. des Outcomes von chronisch aktiver
ABMR getitigt. So ist das Vorhandensein von DSA zur Diagnosestellung einer chronisch ak-
tiven ABMR im Rahmen der BANFF-Klassifikation weiterhin notwendig. Forschende, so auch
Sablik et al., konnten zeigen, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede in der klinischen
Beurteilung, der Verschlechterung der Allograftfunktion und dem Uberleben von Nieren-Al-
lotransplantaten in Féllen mit oder ohne DSA zu beobachten waren (153). Die untersuchten
Fille zeigten alle chronische histomorphologische Schidden und Entziindungen auf, unabhingig

vom Vorhandensein von DSA.

Die Diagnosestellung einer ABMR basiert auf dem Vorhandensein von Veridnderungen im Be-
reich der Mikrozirkulation (124). Diese sind jedoch wenig spezifisch. Genauso gilt der Nach-
weis von C4d als Kriterium zur Diagnosestellung einer ABM als wenig sensitiv (154—157). Es
besteht die Problematik, dass 50% der ABMRs aktuell nicht detektiert werden, da sie C4d ne-
gativ sind. Sie werden félschlicherweise bspw. der chronischen Allograftnephropathie oder
Calcineurininhibitortoxizitdt zugeschrieben (78,158—160). Daher wurde im Rahmen des 12.

Updates der BANFF-Klassifikation 2013 die C4d negative ABMR mit aufgenommen (47).

Einen Ansatz zur Komplementinhibition bet ABMR im Rahmen von Nierentransplantationen
bietet bspw. Eculizumab. Dabei handelt es sich wie bereits in der Einleitung beschrieben um
einen monoklonalen Antikdrper. Der Einsatz von Eculizumab zur Therapie und Priavention ei-
ner akuten ABMR fiihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. Es konnte einerseits beobachtet
werden, dass die Inzidenz einer akuten ABMR innerhalb der ersten 3 Monate nach Transplan-
tation reduziert werden konnte (161). Einer anderen Studie zufolge konnten nach 12 Monaten
keine signifikanten Unterschiede der Scores flir C4d, chronische Glomerulopathie oder peri-
tubuldre Kapillaritis zwischen der Eculizumab- und der Kontrollgruppe vernommen werden
(162). Diese Erkenntnisse lassen annehmen, dass Eculizumab in den ersten Wochen und Mo-

naten nach Transplantation einen préventiven Einfluss auf eine akute ABMR nehmen kann.

Heidt et al. untersuchten den Effekt verschiedener Calcineurininhibitoren (Tacrolimus und
Cyclosporin A) auf T- und B-Lymphozyten. Sie konnten zeigen, dass CNI die humorale Im-
munantwort von PatientInnen, welche einer Transplantation unterzogen wurden, beeinflussten,
indem sie auf die Signalwirkung von T-Helferzellen und nicht direkt auf B-Lymphozyten ein-
wirkten (163). Calcineurininhibitoren waren somit nicht in der Lage die Antikorperproduktion

durch B-Lymphozyten und somit die Aktivierung der B-Lymphozyten direkt zu unterdriicken.

Wie schon mehrfach angeschnitten ist vor allem die Interaktion der T- und B-Lymphozyten

entscheidend fiir die Entstehung einer TransplantatabstoBung. Es ist zu beriicksichtigen, dass
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beim Gesunden das Verhéltnis von T- und B-Lymphozyten in der peripheren Blutbahn bei 70-
80 % zu 20-30% liegt (164). Die T-Zell-vermittelte B-Zellaktivierung l4uft beispielsweise iiber
drei immunologische Signalwege ab. Initial findet eine B-Zellaktivierung durch das Alloanti-
gen statt. Hierbei wird das Alloantigen in die B-zellreiche B-Zell-Zone des Nierenkortex ein-
geschleust. Diese B-Zellen haben die Fahigkeit membrangebundene und 16sliche Alloantigene,
so auch bspw. den B-Zell-Rezeptor, zu erkennen. Innerhalb des ersten Schrittes kommt es zu
einer Bindung des Alloantigens an den B-Zell-Rezeptor. Hierdurch wird eine Kaskade iiber den
CD19-Komplex aktiviert. Der B-Zell-Rezeptor ist zudem fiir die Endozytose von Alloantige-
nen, die iiber den MHC II Komplex prisentiert werden, zustindig. Vorbereitete B-Zellen wer-
den in die T-Zell-Zone im Bereich des Parakortex tiberfithrt. Nur die B-Zellen, welche mit den
follikuldren T-Helferzellen interagieren, erhalten weitere Aktivierungsstimuli. Der zweite Pfad
ist durch eine Costimulation von B- und T-Helfer-Zellen, die letztendlich zu einer B-Zellakti-
vierung fiihrt, charakterisiert. Der dritte Weg lauft {iber den Einfluss von Zytokinen auf die B-

Zell-Aktivierung ab. Diese Zytokine werden von multiplen T-Helferzellen produziert (165).

Zur gezielten Inhibierung der Kommunikation zwischen T- und B-Lymphozyten wurde Bela-
tacept als selektive Targettherapie, die gegen CD28-CD80/CD86 gerichtet ist, im Rahmen der
Nierentransplantation erprobt. Im Rahmen der BENEFIT-extend Studie wurde belegt, dass eine
Belatacept-Therapie im Vergleich zur CNI-Therapie innerhalb des ersten Jahres nach Trans-
plantation mit einem erhdhten Risiko fiir akute TCMR einhergeht (166). Die Nierenfunktion
war jedoch besser im Vergleich zu den PatientInnen, die mit einem CNI therapiert wurden. Die
PatientInnen entwickelten nach Transplantation seltener einen Diabetes mellitus, wiesen ein
Jahr nach der Transplantation bessere Blutdruckwerte und ein besseres Lipidprofil auf (167).
Zudem waren innerhalb der ersten sieben Jahre nach Transplantation bei den PatientInnen, die
mit Belatacept anstatt Cyclosporin A therapiert wurden, signifikant weniger dnDSA, und we-

niger I[F/TA vernommen worden (168).

In der Studie von Tse et al. aus dem Jahr 2015 wurde belegt, dass die Reduktion der B-Lym-
phozyten auch eine Reduktion der T-Lymphozyten bewirkt (169). Dieser Zusammenhang
wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, scheint jedoch wichtig fiir weitere Thera-

pieansdtze im Kampf gegen die chronische TransplantatabstoBung zu sein.
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4.2 Proliferation, Proliferationsindex

Ein weiterer Fokus der Arbeit lag in der Betrachtung der proliferierenden Zellen. So konnte
gezeigt werden, dass lediglich die Standardimmunsuppression (NR) fiir die Abwesenheit
proliferierender Zellen sorgen konnte. Wie unter dem Punkt Proliferierende Ki67*-Zellen im
Ergebnisteil sichtbar, konnte ausschlielich an d28 zwischen den Gruppen NR d28 und CR+AK
d28 ein signifikanter Unterschied ermittelt werden. An Tag 56 konnten somit keine signifikan-
ten Unterschiede bzgl. der Anzahl unspezifisch proliferierender Zellen gegeniiber der Voll-
immunsuppression festgestellt werden. Die alternierende CyA-Gabe fiihrte sowohl an d28 als
auch an d56 zu einer signifikant hheren Zahl Ki67* Zellen im Vergleich zu NR. Der additive
Antikorper Belimumab konnte ausschlieBlich bei der Betrachtung der Gesichtsfelder an d56 zu
einer statistisch signifikant niedrigeren Zahl Ki67*Zellen im Vergleich zu CR d56 fiihren.

Des Weiteren wurde die Differenzierung der proliferierenden Zellen betrachtet. Grundsitzlich
fiel auf, dass in allen betrachteten Gruppen an d56 die absolute Anzahl proliferierender Zellen
geringer als an d28 war. Neben der Quantitdt der proliferierenden Zellen wurde im Anschluss
deren lymphozytére Orientierung analysiert. Dabei lie3 sich beobachten, dass die additive anti-
BAFF-AK-Therapie an d28 keinen wesentlichen Einfluss auf die proliferierenden T-Lympho-
zyten im Vergleich zur alleinigen alternierenden CyA-Gabe ausiibte. Die effizienteste Eindam-
mung der proliferierenden T-Lymphozyten erfolgte auch hier mit Hilfe der standardmiBigen
Immunsuppression in der Gruppe NR d28. An d56 fiihrte diese Art der Therapie zu einer deut-
lich geringeren Reduktion der CD3*Ki67*-Zellen. An d56 waren hingegen generell wenig T-
Lymphozyten vorhanden. Im Verhéltnis war hier jedoch ein héherer Anteil proliferativ aktiv

(CD3"Ki67%). Dieser Effekt war nicht von statistischer Relevanz.

Bei der Betrachtung der proliferierenden B-Lymphozyten fiel auf, dass an d28 unter Standar-
dimmunsuppression (NR d28) fast keine, und an d56 unter den besagten Umsténden keine B-
Zell-Proliferation nachzuweisen war. Die anti-BAFF-AK-Therapie hatte zu beiden Zeitpunkten
keinen Einfluss auf die proliferierenden B-Lymphozyten. Die zuvor beschriebene Wirkung von
Belimumab auf B-Lymphozyten ist im vorliegenden Projekt somit auf nicht proliferierende B-

Lymphozyten beschrinkt.
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Ansatz Proliferationsindex:

Den Proliferationsmarker Ki67 machten sich bereits 1998 Bosch et al. als prognostischen Fak-
tor im Rahmen des Mantelzell-Lymphoms zunutze (170). So ist die Proliferationsrate, gemes-
sen in Prozent, fester Bestandteil z.B. bei der Diagnostik und Therapie des Plasmozytoms,
Mamma-, und Prostatakarzinoms. Hier wird der Tumor der PatientInnen vor Therapiebeginn
auf seine Proliferationsrate (Ki67) getestet. Ein hoher Ki67-Prozentwert und die daraus hervor-
gehende hohe proliferative Aktivitit eines Gewebes geht z.B. im Falle eines Mamma-Karzi-
noms mit einem erhdhten Risiko eines Rezidivs und einer geringeren Uberlebensrate, sowohl
in Hormonrezeptor positiven als auch negativen Fillen einher (171). Aufgrund der stark
schwankenden Inter- und Intraobserver-Validitdt bzgl. der Bestimmung des Proliferationsinde-

xes, ist dieser auch in der Onkologie nie isoliert zu betrachten.

In der Transplantationsmedizin fand der Proliferationsindex bislang wenig Bedeutung. Eine
Analogie ist z.B. anhand der genaueren Betrachtung des multiplen Myeloms moglich. Das mul-
tiple Myelom ist durch eine erhohte Anzahl an monoklonalen Immunglobulinen charakterisiert.
BCMA (B cell maturation antigen) ist auf der Oberfliche von Plasmazellen der Multiplen
Myelom Patientlnnen exprimiert. BAFF und APRIL (A proliferation-inducing ligand) gehoren
beide der TNF-Familie an. Die Rezeptoren der genannten Liganden sind der BAFF-Rezeptor
und TACI. Diese sind dem BCMA verwandt. Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben sind
im Rahmen der chronischen TransplantatabstoBung erhohte BAFF-Level zu beobachten. BAFF
bindet an drei spezifische Rezeptoren auf B-Zellen: 1. BAFF-Rezeptor, 2. TACI (transmem-
brane activator calcium modulator und cyclophilin ligand interacteur), und 3. BCMA. BAFF
bindet in normalen Zellen an BCMA, um das Zelliiberleben, die Proliferation, Differenzierung

und Antikorperproduktion zu verstirken (68,172).

Im Bereich der Multiplen Myelom-Forschung wurden bereits zahlreiche monoklonale Antikor-
per, z.B. Daratumumab und Elotuzumab, mit dem Ziel der Beeinflussung von BCMA und der
damit einhergehenden Reduktion der Proliferation maligner Zellen, erprobt (173). BCMA
scheint als ein geeignetes Zielmolekiil in der Immuntherapie zu fungieren, da es spezifisch an-
gegriffen werden kann, und es zu weniger systemischen und lokalen Begleiterscheinungen als

bei bisherigen Therapien kommt (173).

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl der Anteil proliferierender T-Lymphozyten an der
Gesamtzahl der T-Lymphozyten als auch der Anteil proliferierender B-Lymphozyten an der

Gesamtzahl der B-Lymphozyten untersucht. Daraus konnte der jeweilige Proliferationsindex
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berechnet werden. Es konnte gezeigt werden, dass unter den T-Zellen an d28 in allen Gruppen
eine geringe proliferative Aktivitét herrschte (PiT d28: 4,2 — 6,5 %). An d56 sah man hingegen,
dass die Vollimmunsuppression in der Gruppe NR d56 zu einer prozentual hoheren Zahl
proliferierender T-Lymphozyten (8,5%) im Vergleich zu den Gruppen CR d56 (5,2%), sowie
CR + AK d56 (6,0%) fiihrte.

Bei der Betrachtung der B-Lymphozyten fiel auf, dass an d28 in Gruppe NR ein sehr geringer
Anteil der gezdhlten B-Lymphozyten eine proliferative Aktivitit aufwies (0,5%). In den Grup-
pen, in denen den Versuchstieren der Calcineurininhibitor CyA nicht kontinuierlich verabreicht
wurde, sprich CR d28, CR + AK d28 und CR + ISO-AK d28, war dieser Anteil mit 3,0%, 4,7%
und 2,7 % etwas hoher. An d56 wurden in der Gruppe NR ohnehin sehr wenig CD20*-B-Lym-

phozyten gezdhlt, unter ihnen war keinerlei proliferative Aktivitét zu erkennen.

Generell fiel auf, dass der Anteil an proliferierender T-Lymphozyten hoher war als der an

proliferierenden B-Lymphozyten.

Proliferationsindex und histopathologische Einordnung nach der BANFF-Klassifikation:

In der Wissenschaft war der folgende Sachverhalt in Bezug auf die chronische Allograftabsto-
Bung bisher nicht untersucht worden. So wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl der errech-
nete Proliferationsindex als auch die histopathologische Einstufung in die BANFF-Klassifika-
tion herangezogen, um einen moglichen Zusammenhang festzustellen. Es wurde sichtbar, dass
sich in den Gruppen, in denen der Proliferationsindex sowohl fiir die T- als auch B-Lymphozy-
ten bei > 0,5% lag, histopathologische Verdnderungen nachweisen lieBen. In den Gruppen unter
Standardimmunsuppression (NR d28 und d56) war histopathologisch weder eine zelluldre noch
humorale AbstoBung zu erkennen. Diese Erkenntnisse decken sich auch mit den vorher be-
schriebenen Sachverhalten. Histopathologisch konnten an d28 in der Gruppe CR+AK BANFF
IA bzw. IB, und an d56 in CR+AK in zwei der sechs vorhandenen Schnitte BANFF 4IA und
411B nachgewiesen werden. Diese Verdnderungen sprechen fiir eine akute TCMR und gehen
mit einer interstitiellen Entzlindung und einer maBigen/schweren Tubulitis einher. Bei Typ 1IB

zahlt zudem eine schwere Intimaarteriitis zu den Diagnosekriterien.

Eine elementare Hilfestellung bei der histologischen Einordnung der zelluléren bzw. humoralen
TransplantatabstoBung gibt die BANFF-Klassifikation von 1997, welche zuletzt im Jahr 2019
iiberarbeitet wurde (174). Diese befindet sich im Anhang.
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Wider Erwarten konnte in den Gruppen mit CR histopathologisch keine TCMR gesichert wer-
den. In den Gruppen CR+AK d28 und d56 konnten anteilig mehr proliferierende T-Lympho-
zyten an der Gesamtzahl proliferierender Zellen gezihlt werden. Die absolute Anzahl an T-
Lymphozyten war zudem im Vergleich zur B-Lymphozytenzahl deutlich héher. So ergibt sich
die Frage, ob die verwendete Methodik eine sinnvolle Interpretation der Zusammenhénge er-
moglicht. Auch hier sind als Limitation die intra- und interindividuellen Unterschiede der Be-

trachterInnen zu beriicksichtigen.

4.3 Organisation immigrierender Lymphozyten

Die Anordnungen der T- und B- Lymphozyten innerhalb der Gewebeproben glichen teils den
Strukturen der sekundir lymphatischen Organe wie z.B. in der Milz und den Lymphknoten.
Tertidr Lymphatische Organe entstehen nach aktuellem Stand der Wissenschaft durch Infekti-
onen, autoimmune Prozesse, Krebsleiden und TransplantatabstoBungen. Diese Infiltrate bein-
halten Keimzentren (175). Laut Thaunat et al. unterscheiden sich die TLOs in Transplantaten
v.a. in den folgenden drei Punkten von SLOs: 1. durch die erhebliche Anzahl an Zytokinen und
Wachstumsfaktoren (inkl. BAFF), die fiir das Uberleben von B-Zellen notwendig sind, 2. die
kontinuierliche Freisetzung von Alloantikérpern durch das geschiadigte Transplantat, sowie 3.
der lokalen Fehlregulation der Immunantwort, die zu einer massiven Immunantwort innerhalb
der TLOs und somit zur TransplantatabstoBung fithren kann. Tertidr lymphatische Strukturen
wurden in fast allen Arten humaner Transplantate, die aufgrund einer chronischen Allograftre-

jektion in deren Studie explantiert werden mussten, gefunden (176).

Eine TLO-Formation wurde bereits im Rahmen von Herztransplantationen u.a. durch Baddoura
et al. beobachtet (177). Im Bereich der Nierentransplantationen hinkt die Forschung in diesem
Bereich v.a. aufgrund der erschwerten Bedingungen einer aussagekréftigen Biopsiegewinnung

hinterher.

In dieser Arbeit ist die Gruppe, welche die chronische Rejektion an d56 darstellt (CR d56),
hervorzuheben. Hier war in einigen Schnitten das Vollbild eines TLOs inklusive Keimzentrum
zu detektieren. Daraus ist abzuleiten, dass durch eine ldngere inaddquate Immunsuppression,
wie sie in der klinischen Situation einer anhaltenden Non-Adhérenz Bestand haben kann, eine
zunehmende Durchsetzung des Transplantates mit T- und B-Lymphozyten und eine daraus re-
sultierende chronische AbstoBBungsreaktion zu erwarten ist. Diese kann additiv auch mit einer

Ausbildung von TLOs einhergehen.
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Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz eines anti-BAFF-Antikor-
pers die TLO-Entstehung innerhalb der chronisch abgestoenen Nierentransplantate verhindert
werden kann. In der Literatur wurde BAFF bisher als einflussnehmender Faktor auf B-Lym-
phozyten betrachtet. Wie in der Einleitung beschrieben, sind neben dem B-Zell-aktivierenden
Faktor noch weitere Mediatoren zur Stimulation der B-Lymphozyten und in der Folge deren

Antikorperproduktion gegen das Transplantat moglich. So u.a. APRIL.

Der Einsatz von Rituximab fiihrte, wie oben bereits beschrieben, zu einer kompletten Elimina-
tion von in der peripheren Blutbahn zirkulierenden B-Lymphozyten. TLOs innerhalb der Trans-
plantate blieben hingegen unberiihrt. Zudem konnte eine vermehrte Expression von BAFF in-
nerhalb chronisch abgestofener Transplantate nachgewiesen werden (141). Deutlich wird hier
also ebenfalls, dass eine gezielte Beeinflussung einzelner Zellpopulationen im Kampf gegen

die chronische Allograftrejektion nicht ausreichend ist (178).

In weiteren Veroffentlichungen, so z.B. von Bath et al. konnte durch den Einsatz eines Anti-
korpers gegen APRIL/BLyS eine reduzierte Antikdrperproduktion und eine verringerte Aus-
bildung intrasplenischer Keimzentren beobachtet werden. Interessanterweise konnte kein Ein-
fluss auf die lymphozytére Infiltration des chronisch abgestolenen Nierentransplantats beo-
bachtet werden (179). Dies erklirt sich die Arbeitsgruppe durch die Monotherapie. Durch den
Zusatz eines auf die T-Lymphozyten einwirkenden Immunsuppressivums sihe die Histologie

nach ihrer Meinung anders aus.

TLOs wurden auch zuvor schon in chronisch abgesto3enen Organen detektiert. Thaunat et al.
konnte bspw. ein Monat nach der Transplantation einer kdrperfremden Aorta eine Rejektion
mit Ausbildung von TLOs beobachten (74). Die immigrierten Zellen fanden sich dabei in einer

hoch organisierten Formation, die als Voraussetzung eines TLOs gilt, wider (180,181).

Trotz der Stimmen, die besagen, dass die TLO-Bildung mit einer chronischen Transplantatre-
jektion und einem schlechteren Transplantatoutcome einhergeht, gibt es auch Studien, die zei-
gen, dass durch die TLO-Entstehung die lokale Immunantwort gestirkt wird und es nicht
zwangsliufig zu einer Gewebeschidigung kommen muss (182). Ob TLOs eher positive oder
negative Effekte auf das infiltrierte Gewebe ausiiben ist nicht zuletzt aufgrund des aktuell un-
geniigend erforschten Entstehungsmechanismus unbekannt. Bekannt ist jedoch, dass follikuldre
T-Helferzellen und deren Interaktion mit B-Lymphozyten u.a. fiir die Entstehung von Keim-
zentren verantwortlich sind (165). In Keimzentren findet eine rege Kommunikation zwischen
T- und B-Zellen statt. Dieser Austausch flihrt zur weitreichenden Aktivierung der B-Zellen und

deren Transformation zu Plasmazellen und B-Gedéchtniszellen (165,183). In den Keimzentren
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findet eine Kooperation zwischen proliferierenden antigenspezifischen B-Lymphozyten, folli-
kuldren T-Helferzellen und spezialisierten follikuldren dendritischen Zellen, welche die Anti-
gene prisentieren, statt (184). Das primére Ziel dieses Ortes ist die Produktion von Plasmazel-
len, welche hoch-affine Antikdrper und B-Gedichtniszellen zur Sicherstellung einer zuverlds-
sigen Immunantwort, bilden. Die Keimzentren sind demzufolge essenziell fiir die humorale

Immunantwort (185).

So konnte in dieser Arbeit durch den Einsatz des anti-BAFF-AKs Belimumab gezeigt werden,
dass weder zum fritheren (d28), noch zum spéteren (d56) Zeitpunkt eine Infiltration der Nie-
renrinde im Sinne einer TLO-Bildung stattfand, wie anhand der fehlenden B-Zellzonen illus-
triert werden konnte. Passend dazu konnte durch ein weiteres Projekt der Arbeitsgruppe von
Herrn Dr. Bergler gezeigt werden, dass der B-Zell aktivierende Faktor (BAFF) fiir die Ausbil-
dung von TLOs verantwortlich ist (112).

Wihrend in der vorliegenden Arbeit der Fokus auf der Anzahl und der Beschaffenheit der In-
filtrate lag, wurde in der inzwischen publizierten Arbeit der Arbeitsgruppe Dr. Bergler durch
Frau Dr. L. Steines zudem die GroBe der Infiltrate vermessen. Hierfiir wurden die Infiltratbilder
der Gruppen von d56 verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass in den Gruppen CR und CR
+ AK im Vergleich zu NR signifikant grofere Infiltrate nachweisbar waren. In CR waren gro-
Bere Infiltrate als in CR + AK zu sehen. Ein weiteres Augenmerk lag auf der Lokalisation der
Infiltrate im Nierenrindengewebe. So immigrierten die lymphatischen Zellen im Nierentrans-
plantat in absteigender Haufigkeit perivaskulér, periglomerulédr und interstitiell (entsprechend

kein Kontakt zu Arteriolen oder Glomeruli) (136).
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4.4 Ausblick und weiterfithrende Aspekte

Auch in den aktuellen Leitlinien der KDIGO von 2022 ist zu lesen, dass eine Schulung der
PatientInnen, die sich einer Organtransplantation unterziehen, sowie deren Angehorigen, wich-
tig erscheint, um so die Nonadhirenz der Patientlnnen bzgl. der Einnahme der immunsuppres-
siven Therapie zu reduzieren. Zudem wird es als sinnvoll angesehen, die Patientlnnen, welche
ein absehbar hoheres Risiko fiir Incompliance aufzeigen, hdufiger dahingehend zu priifen. Pa-
tientInnen mit einer vorangegangenen Transplantatabstoung aufgrund von Nonadhérenz sollte
nicht per se eine erneute Transplantation verwehrt werden. Es sollten auch hier Schulungen zur

Adhérenz durchgefiihrt werden (186).

Wie in der Einleitung bereits erwédhnt, wurde der SLE im Jahr 2021 von der DSO erstmalig auf
die Liste der haufigsten Indikationen zur NTx aufgenommen. Sollte sich die Therapie mit anti-
BAFF-Inhibitoren wie Belimumab in weiteren Studien durchsetzen, ist zu priifen, ob bei bereits
vor der NTx stattgefundener Belimumabtherapie eine Fortsetzung der Applikation mdglich

bzw. sinnvoll erscheint.

Das Alter der PatientInnen, die eine Indikation zur Nierentransplantation aufweisen, spielt in
den aktuellen Forschungsarbeiten eine immer groflere Rolle, da man festgestellt hat, dass v.a.
dltere Nieren TLOs ausbilden (187). Hier gilt es weiter Daten zu sammeln und diesen Aspekt

mit in die immunologischen Uberlegungen mit einzubeziehen.

Limitationen:

Durch eine maschinelle Erfassung der Schnitte und der maschinellen Auszahlung doppelt po-
sitiver Zellen wire eine Verbesserung der Objektivierbarkeit moglich. Das Programm Histoqu-
est war dazu zum Zeitpunkt der Auswertung nicht befdhigt. Dadurch war die Zellzuordnung

aufgrund der uneindeutigen Zellgrenzen teils schwierig.

Aufgrund einer relativ kurzen Laufzeit der Versuche ist die Aussagekraft {iber die Spétfolgen
unter den beschriebenen Therapieschemata eingeschrénkt. Eine langere Laufzeit konnte eine
differenziertere Aussage bzgl. der Langzeitwirkung bspw. von Belimumab auf die immigrie-

renden Zellen und deren Formation im Transplantat beleuchten.
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S Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der immunsuppressiven Therapie mittels Cyclospo-
rin A und der Einsatz eines anti-BAFF-Antikorpers (Belimumab) auf die immigrierenden Lym-
phozyten im Rahmen der AllograftabstoBung nach Nierentransplantation untersucht. Dafiir
wurde an insgesamt 39 Versuchstieren eine allogene Nierentransplantation durchgefiihrt. Die
Versuchsdauer betrug entweder 28 oder 56 Tage. Die untersuchten Versuchsgruppen unterglie-
derten sich jeweils anhand unterschiedlicher Therapieschemata. Je eine Gruppe erhielt als Re-
ferenzgruppe eine Standardimmunsuppression (entsprach addquaten CyA-Gaben, NR), eine
weitere erhielt als Simulation des incomplianten Patientenguts eine alternierende und unterdo-
sierte CyA-Immunsuppression (CR), und die dritte Gruppe erhielt additiv zu der letztgenannten
den anti-BAFF-Antikorper Belimumab (CR+AK). Durch die alternierende CyA-Gabe konnte
eine chronische TransplantatabstoBung und DSA-Bildung induziert werden. AnschlieBend
wurden die angefertigten Nierenschnitte nach immunhistochemischer Bearbeitung unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hierbei lag der Fokus auf der Auszdhlung der T- und B-
Lymphozyten, deren proliferative Aktivitdt und deren Anordnung im interstitiellen Raum der

Nierenrinde.

Es konnte gezeigt werden, dass es durch die alternierende Immunsuppression (in CR) im Ver-
gleich zur Referenzgruppe (NR) zu einer vermehrten Immigration von T-, B- und proliferieren-
den Zellen in die Nierenrinde kam. Der Einsatz des anti-BAFF-Antikorpers (CR+AK) hatte v.a.
zum spateren Zeitpunkt (d56) einen herabregulierenden Effekt auf die immigrierenden B-Lym-

phozyten, sowie die proliferierenden B-Lymphozyten.

An d56 zeigten sich generell weniger proliferierende Zellen als an d28. So konnte gezeigt wer-
den, dass lediglich die Standardimmunsuppression fiir die Abwesenheit proliferativer Zellen
sorgen konnte. Der Einfluss des anti-BAFF-AKSs beschrinkte sich auf nicht proliferierende B-
Lymphozyten. Der Proliferationsindex wurde zur Abbildung der proliferativen Aktivitét der T-
und B-Lymphozyten entwickelt. Dieser fand bisher v.a. in der Onkologie Anwendung. Es
wurde deutlich, dass ein hoherer Prozentsatz an T-Lymphozyten im Vergleich zu B-Lympho-

zyten eine proliferative Aktivitit zeigte.

Anschliefend wurde der errechnete Proliferationsindex mit der histopathologischen Einord-

nung nach BANFF verglichen. So konnten analog zu den zuvor beschriebenen Sachverhalten
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in den Gruppen NR d28 und d56 keine histopathologischen Verdnderungen vernommen wer-
den. In CR+AK d28 und d56 wurden Verianderungen (BANFF 4IA und 4IB bzw. 41IB) ent-

sprechend einer akuten TCMR vernommen.

AuBerdem wurden die angefertigten Bilder der Infiltrate auf das Vorhandensein von TLOs un-
tersucht. So waren v.a. in den Gruppen der chronischen AbstoBung an d56 TLO-Formationen
zu finden. Dabei konnten in einigen der beschriebenen TLOs zusitzlich proliferierende Keim-
zentren beobachtet werden. Durch den anti-BAFF-AK Belimumab konnte in diesem Projekt
die Ausbildung von TLO-Formationen verhindert werden. Daher ist davon auszugehen, dass,
so wie auch von Thaunat et al. beschrieben, BAFF zur Ausbildung von TLOs von Néten ist.
Hierbei scheint jedoch die Kombination mit einem direkt auf die T-Lymphozyten wirkenden

Immunsuppressivum (CyA) von Bedeutung zu sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Nonadhérenz bzgl. der immunsuppressiven

Therapie einen mafigeblichen Einfluss auf die Ausbildung von TLOs hat.
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7 Anhang

7.1 Publikation

Im Rahmen einer Publikation im International Journal of Molecular Science wurden im Vorfeld
(Oktober 2020) Teile der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse publiziert
(doi: 10.3390/ijms21218045).

B Cell Activating Factor (BAFF) Is Required for the Development of Intra-Renal Tertiary
Lymphoid Organs in Experimental Kidney Transplantation in Rats

Louisa Steines, Helen Poth, Marlene Herrmann, Antonia Schuster, Bernhard Banas, Tobias

Bergler

Abstract

Intra-renal tertiary lymphoid organs (TLOs) are associated with worsened outcome in kidney
transplantation (Ktx). We used an anti-BAFF (B cell activating factor) intervention to investi-
gate whether BAFF is required for TLO formation in a full MHC-mismatch Ktx model in rats.
Rats received either therapeutic immunosuppression (no rejection, NR) or subtherapeutic im-
munosuppression (chronic rejection, CR) and were sacrificed on d56. One group additionally
received an anti-BAFF antibody (CR + AB). Intra-renal T (CD3") and B (CD20") cells, their
proliferation (Ki67%), and IgG™" plasma cells were analyzed by immunofluorescence micros-
copy. Formation of T and B cell zones and TLOs was assessed. Intra-renal expression of TLO-
promoting factors, molecules of T:B crosstalk, and B cell differentiation was analyzed by gPCR.
Intra-renal B and T cell zones and TLOs were detected in CR and were associated with elevated
intra-renal mRNA expression of TLO-promoting factors, including CXCL13, CCL19, lympho-
toxin-p, and BAFF. Intra-renal plasma cells were also elevated in CR. Anti-BAFF treatment
significantly decreased intra-renal B cell zones and TLO, as well as intra-renal B cell-derived
TLO-promoting factors and B cell differentiation markers. We conclude that BAFF-dependent
intra-renal B cells promote TLO formation and advance local adaptive alloimmune responses

in chronic rejection.
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7.4 BANFF-Klassifikation

Kategorie | Erldauterung/Typ
Banff 1 Normalbefund oder unspezifische Verdnderungen
Banff 2 Antikorper-vermittelte Rejektion

Typ I — aktive ABMR

Alle 3 der folgenden Merkmale miissen fiir die Diagnosestellung vorliegen:
1. Histologischer Nachweis eines akuten Gewebeschadens inkl. min. 1 der folgen-
den Kriterien:
- Mikrovaskuldre Inflammation o. Glomerulonephritis
- Intimale oder transmurale Arteriitis
- akute thrombotische Mikroangiopathie (TMA) — ohne andere Ursache
- akuter Tubulusschaden — ohne andere Ursache
2. Nachweis aktueller/kiirzlicher AK-Interaktionen mit dem GefdB3endothel inkl.
min. 1 der folgenden Kriterien:
- C4dpos.
- min. mittelgradige mikrovaskuldre Inflammation ohne de novo
Glomerulonephritis
- Vermehrte Expression von Gentranskripten im Biopsiegewebe
3. Serologischer Nachweis zirkulierender DSA; C4d-Férbung gemif 2. Kann die
DSA ersetzen.

Typ II — chronisch aktive ABMR

Alle 3 der folgenden Merkmale miissen fiir die Diagnosestellung vorliegen:
1. Morphologischer Nachweis eines chron. Transplantatschadens inkl. min. 1 der
folgenden Kriterien:

- Transplantatglomerulopathie ohne Anzeichen fiir chronische TMA o.
chron. rezidivierende/ de novo Glomerulonephritis

- schwere peritubulidre Mehrschichtung der kapilliren Basalmembran (liber
Elektronenmikroskop nachgewiesen)

- neue auftretende arterielle Intimafibrose — ohne andere Ursache

2. Vgl. Kriterium 2 Typ I
3. Vgl. Kriterium 3 Typ I, Empfehlung zur DSA-Testung, wenn Punkt 142 zutref-
fen

Typ III - chronisch (inaktive) ABMR

1. Transplantatglomerulopathie und/oder erhohter Wert fiir mehrschichtige peri-
tubulére Basalmembran

2. Fehlen des Kriteriums 2 aus Banff 2 Typ [ & II

3. Bereits stattgehabte akute bzw. chronisch aktive ABMR o. fritherer Nachweis
von DSA

106




Banff 3

Borderline AbstoBung (zelluliir)

1. Tubulitisherde m. leichter interstitieller Entziindung o. leichter Tubulitis und
mittelschwere interstitielle Entziindung
2. Keine intimale o. transmurale Arteriitis

Banff 4

T-Zell-vermittelte AbstoSung

Akute TCMR - Einteilung nach Schweregraden

Typ IA - Interstitielle Inflammation in > 25% des nicht-sklerotischen kor-
tikalen Parenchyms
- MaiBige Tubulitis von 1 o. mehreren Tubuli ohne starke Tubu-
lusatrophie
Typ IB - Interstitielle Inflammation in > 25% des nicht-sklerotischen kor-
tikalen Parenchyms
- Schwere Tubulitis von 1 0. mehreren Tubuli ohne starke Tubu-
lusatrophie
Typ [IA - Leichte bis mittelschwere Intimaarteriitis
- Mit/ohne interstitieller Entziindung
- Und/oder Tubulitis
Typ IIB - Schwere Intimaarteriitis
- Mit/ohne interstitielle Entziindung
- Und/oder Tubulitis
Typ I - Transmurale Arteriitis

Und/oder arterielle Fibrinoidnekrose m. Beteiligung der medialen
glatten Muskulatur

Begleitende Intimaarteriitis der mononukledren Zellen

Mit/ohne interstitieller Entziindung

Und/oder Tubulitis

Chronisch aktive TCMR - Einteilung nach Schweregraden

Typ IA

Interstitielle Inflammation in >25% d. sklerotischen kortikalen
Parenchyms

Plus interstitielle Inflammation in 25% des gesamten kortikalen
Parenchyms

MaiBige Tubulitis (Beteiligung 1 o. mehrerer Tubuli ohne stake
Atrophie der Tubuli)

Ohne H.a. weitere bekannte Ursachen einer i-IFTA

Typ IB

interstititielle Inflammation in >25% d. sklerotischen kortikalen
Parenchyms

Plus interstitielle Inflammation in >25% des gesamten kortikalen
Parenchyms

schwerer Tubulitis (Beteiligung 1 o. mehrerer Tubuli ohne starke
Atrophie der Tubuli)
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- Ohne H.a. weitere bekannte Ursachen einer i-IFTA

Typ II

- Chronische Allograft-Arteriopathie mit
- arterieller Intimafibrose
- mononukledrer Zellentziindung bei Fibrose
- Bildung von Neointima

mogliche Manifestation einer chronisch aktiven o. chronischen
ABMR oder mixed ABMR/TCMR

Banff 5

Polyomavirus-Nephropathie (PVN) — 3 Klassen

Banff 6

Nicht Rejektions-bedingte Veranderungen

Tabelle 22: BANFF-Klassifikation nach Update 2019, nach (188)
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